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Einleitung. 


Die  Ausbildung  besonderer  Methoden  zum  Studium  der  Bak- 
terien wurde  bedingt  einerseits  durch  die  Kleinheit  und  schnelle 
Vermehrung  dieser  niederen  Organismen,  bei  denen  die  sonst  in  der 
Morphologie  bewährten  Methoden  fast  ganz  im  Stiche  Hessen,  und 
andererseits  durch  die  biologischen  Prozesse,  bei  welchen  sich  diese 
Mikroorganismen  betheiligen  und  denen  auch  die  Methodik  Kechnung 
zu  tragen  gezwimgen  wurde. 

In  Hinsicht  auf  die  Biologie  lassen  sich  die  Bakterien  in  zwei 
^•osse  Gruppen  trennen:  die  Saprophyten,  welche  sich  von  tod- 
ten  organischen  Körpern  nähren,  und  die  Parasiten,  welche 
lebende  Organismen  befallen. 

Unter  den  Saprophyten  scheidet  man  meist  die  eigentlichen 
Fäulnissbakterien  von  denjenigen,  welche  eine  mehr  typische 
Zersetzung  der  nicht  lebenden  organischen  Materie  bewirken,  sodass 
selbst  eine  technische  Gewinnung  der  gebildeten  Produkte  ermöglicht 
wird.  Diese  letzteren  Saprophyten  bezeichnet  man  als  Gährungs- 
oder  Permentbakterien.  Ausserdem  machen  sich  unter  den 
Saprophyten  noch  die  Pigmentbakterien  besonders  bemerkbar. 

Viele  dieser  Saprophyten  bedürfen  des  Luftsauerstoffs  zum 
Leben  und  Wirken  imter  allen  Umständen :  aerobiotische.  Manche 
Arten  können  denselben  zeitweilig  entbehren  und  sollen  gerade  dann 
befähigt  sein  die  specifischen  Zersetzungen  auszuüben,  vermehren 
sich  aber  und  leben  auch  bei  freiem  Luftzutritt;  man  könnte  sie 
facultativ-anaerobiotische  nennen.  Wieder  von  anderen 
Arten  ist  behauptet  worden,  dass  die  Abwesenheit  von  Luftsauer- 
stoff zu  ihrem  Leben  und  Wirken  nothweudig  sei,  dass  sie  durch 
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den  Liiftsaiicrstoff  geradezu  getödtet  würden:  obligat-anaero- 
biotische.  Noch  andere  Arten  kennen  wir,  bei  denen  im  geraden 
Gegentlieil  hierzu  mit  der  Lebensthätigkeit  eine  Uebertragung  von 
Sauerstoff  auf  das  Substrat  vor  sich  geht:  sie  erregen  Oxydations- 
gähr  ungen. 

Unter  den  parasitisch  lebenden  Bakterien  giebt  es  Arten,  welche 
zur  vollen  Entwickelung  durchaus  nicht  auf  den  thierischen  Organis- 
mus angewiesen  sind,  sondern  nur  gelegentlich  als  Parasiten  auf- 
treten oder  nur  einen  Theil  ihrer  Entwickelung  im  lebenden  Organis- 
mus durchmachen:  van  Tieghem's  facultative  Parasiten. 
Andere  Arten  finden  in  der  Kegel  nur  im  lebenden  Organismus 
alle  Lebensbedingungen,  können  aber  gelegentlich  oder  in  bestimm- 
ten Stadien  der  Entwickelung  auch  saprophytisch  leben:  de  Bary's 
facultative  Saprophyten.  Noch  andere  Arten  endlich  schei- 
nen nur  der  parasitischen  Lebensweise  angepasst  und  ganz  unfähig 
zu  sein,  noch  in  irgend  einem  Stadium  saprophytisch  aufzutreten; 
diese  nennt  de  Bary  streng  -  obligate  Parasiten.  Wenn 
es  auch  im  einzelnen  Falle  oft  recht  schwer  sein  mag  zu  be- 
stimmen, ob  ein  parasitischer  Mikroorganismus  dieser  oder  jener 
Gruppe  angehört,  wenn  in  solchen  Fällen  auch  die  Erkennung  feiner 
Differenzen  mehr  oder  weniger  abhängig  bleibt  von  dem  subjectiven 
Urtheile  des  Beobachters,  so  gestattet  diese  Gruppirung  doch  viel 
zwangloser  den  realen  Verhältnissen  gerecht  zu  werden,  als  die  nur 
die  Extreme  berücksichtigende  Eintheilung  der  pathogenetischen,  in- 
fectiösen  Mikroorganismen  in  ektogene  und  endogene.  Diese  letzteren 
Bezeichnungen  gestatten  nur  ungenügend  die  Ermittelungen  über  die 
Hülfsursachen  der  Infectionskrankheiten  zu  verwerthen  oder  führen 
zu  einer  höchst  einseitigen  Hervorhebung  des  einen  oder  anderen 
Faktors,  aber  nicht  zu  einer  unbefangenen  Beurtheilung  aller  für  die 
Aetiologie  wichtigen  Momente.  Auch  unter  den  parasitisclien  Bakte- 
rien ist  das  SauerstofFbedürfniss  ein  höchst  differentes.  Daun  ist  zu 
beachten,  dass  die  Parasiten  endophytischim  Inneren  der  Organe 
oder  Zellen  leben  können,  oder  vielleicht  auch  epiphy tisch  auf 
der  Aussenfläche  des  Wirthes. 

Diese  verschiedenen  Anpassungserscheinungen  lassen  sich  theo- 
retisch herleiten  aus  der  einfach  saprophytisclien  Lebensweise,  wobei 
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aber  zu  beachten  ist,  dass  directe  Zwischenglieder  selten  nachweis- 
bar sind  und  einzehie  Arten  verschiedene  Wirkungen  ausüben  können. 

Aechte  Saprophyten. 

/       I  \ 

I.  Fermentbakterien.       II.  Pigmentbakterien.   III.  parasitische  Bakterien, 
aerobiotische  facultative  Parasiten 

Erreger  von  facnltativ-anaerobiotische  facultative  Saprophyten 

Oxydations-  I  | 

gährungen.  obligat-anaerobiotische  streng  obligate  Parasiten 

Die  allgemeinste  Aufgabe,  welche  der  Bakterienforschung  ge- 
stellt ist,  lässt  sich  nun  kurz  dahin  präcisiren,  zu  bestimmen,  welcher 
dieser  Gruppen  eine  Bakterienart  angehört. 

I.  Es  ist  zu  ermitteln  ob  überhaupt  bei  einer 
Zersetzung  oder  Krankheit  Bakterien  vorhanden  sind 
oder  nicht. 

Diese  Frage  deckt  sich  im  Wesentlichen  mit  der  Frage  nach  der 
Generatio  spontanea,  Abiogenesis,  lehrt  uns  den  Werth  imd  die 
allgemeinen  Prinzipien  des  Sterilisirens  kennen  und  macht  uns  bekannt 
mit  einer  unumgänglich  nöthigen  Voraussetzung  einer  einwandsfreien 
Arbeit  über  Bakterien, 

IL  Wenn  Bakterien  vorhanden  sind,  ist  zu  ermit- 
teln, welche  Formen  dieselben  halben. 

Diese  allgemeine  morphologische  Frage  erfordert,  weil  die  ge- 
wöhnliche histologische  Technik  im  Stiche  lässt,  besondere  Kunst- 
griffe. 

III.  Jede  als  anwesend  gefundene  Form  ist  rein 
von  allen  chemischen  und  morphologischen  Beimeng- 
ungen für  sich  zu  kultiviren:  Reinkulturen. 

Die  mit  Hülfe  der  Reinkulturen  zu  lösende  Aufgabe  ist  eine 
zweifache,  indem  mit  Hülfe  derselben  die  allgemeine  morphologische 
Orientirung  ergänzt  und  erweitert  wird  und 

IV.  durch  Uebertragung  von  wirklichen  Rein- 
kulturen auf  zersetzungsfähige  Substrate  oder  em- 

1* 
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pfängliche  Thiere  n a chzinveisen  ist,  dass  die  gefun- 
denen Bakterien  die  Ursache  einer  Zersetzung  oder 
Krankheit  sind. 

Ist  durch  diese  Ermittelungen  sichergestellt,  welcher  der  ge- 
schilderten Gruppen  eine  Bakterienart  angehört,  dann  sind,  gleich- 
falls ausgehend  von  Reinkulturen,  noch 

V.  eine  Reihe  weiterer,  später  präcisirter  bio- 
logischer Aufgaben  zu  lösen,  welche  in  Verbindung  mit  den 
ersten  Fragen  die  breite  Basis  für  die  theoretischen  Betrachtungen 
und  das  praktische  Handeln  liefern. 

Die  Lösung  aller  dieser  Fragen  ist  anzustreben.    Aber  die  bis 
jetzt  gewonnenen  Erfahrungen  haben  schon  gelehrt,  dass  dies  nicht 
in  allen  Fällen  möglich  sein  wird,  dass  Fälle  eintreten  können,  in 
welchen  die  eine  oder  andere  dieser  Cardinalfragen  ungelöst  bleibt. 
Bei  parasitischen  Bakterien,  welche  den  höchsten  Grad  der  parasi- 
tischen Adaption,  den  streng  obligaten  Parasitismus  vertreten,  wird 
^s  vielleicht  nur  gelingen,  den  Nachweis  der  Anwesenheit  von  Mikro- 
'*^rganismen  zu  bringen,  während  sowohl  Reinkiütm-en  als  Uebertra- 
gungen  misslingen.    Bei  anderen  Arten  dieser  Gruppe  ist  schon 
ein  weiterer  Scliritt  gelungen,  indem  man  üeb ertragungen  auf  Thiere 
in  beschränktem  Maasse  ausführen  konnte.    Bei  einzelnen  pathoge- 
netischen Bakterien  der  anderen  Gruppen  sind  wieder  umgekehrt 
Uebertragungen  nicht  geglückt,  weil  sich  bis  jetzt  keine  Thierspe- 
cies  empfänglich  für  bestimmte  Krankheiten  zeigte,  dagegen  gelangen 
Reinkulturen;  vergl.  Infections-Methoden. 

In  derartigen  Fällen  ist  den  lösbaren  Fragen  um  so  grössere 
Aufmerksamkeit  zu  schenken  und  immer  daran  zu  denken,  dass  es 
bei  voller  Beherrschung  der  Methoden  auch  in  scheinbar  aussichts- 
losen Fällen  doch  bisweilen  gelungen  ist,  auch  hier  allmählich  noch 
alle  Fragen  mustergiltig  zu  lösen. 

Die  durch  immer  subtilere  Technik  gewonnenen  Thatsachen 
müssen  in  jeder  naturwissenschaftlichen  Disciplin  das  solide  Funda- 
ment bilden,  auf  dem  sich  erst  die  Theorien  aufbauen.  Kein  For- 
scher kann,  im  Besitze  auch  noch  so  vieler  Thatsachen,  der  leiten- 
den Ideen  entbehren ;  aber  die  Abneigimg  vieler  Forscher  gegen  jede 
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Speculation  wird  geradezu  erzwungen  durch  die  Art  wie  von  Man- 
chen naturphilosopliische  Deductionen  als  Naturwissenschaft  aus- 
gegeben werden.  Gerade  die  Bakterienlehre  hat  in  dieser  Hinsicht 
zu  traurige  Erfahrungen  gemacht,  als  dass  wir  je  vergessen  sollten, 
dass  die  naturphilosophischen  Betrachtungen  nichts  Anderes  sein 
können,  als  provisorische  Erklärungen  noch  nicht  wirklich  erkannter 
Erscheinungen,  deren  wirklicher  Werth  aber  in  erster  Linie  in  der 
Anregung  zur  Forschung  liegt.  Mit  Entschiedenheit  haben  wir  uns 
dagegen  zu  wahren,  dass  derartigen,  oft  recht  wüsten  Deductionen 
zuliebe  den  Thatsachen  Zwang  angethan  wird,  dass  das  solide  Fun- 
dament der  Thatsachen  durch  billige  Witzeleien  über  das  Streben 
von  , Schablonengelehrten "  nach  „Thatsächelchen"  in  Misscredit  ge- 
bracht wird,  oder  dass  gar,  wie  es  auf  dem  Gebiete  der  Bakterien- 
lehre mehr  als  einmal  geschehen  ist,  Theorien  zuliebe  widerlegte 
Angaben  immer  von  Neuem  als  Beweismaterial  eitirt  werden.  Mit 
Entschiedenheit  haben  wir  es  zurückzuweisen,  dass  Speculationen 
vom  grünen  Tische  dem  praktischen  Handeln  der  Hygiene  zu  Grunde 
gelegt  werden. 

Gegen  solche  traurige  Verirrungen  der  Speculation  giebt  es 
kein  besseres  Mittel,  als  die  eingehende  Vertrautheit  mit  den  immer 
subtiler  sich  entwickelnden  Methoden,  welche  auf  nur  wenig  Gebieten 
so  eng  mit  den  wirklichen  Fortschritten  in  Wissen  und  Können  ver- 
knüpft sind,  als  gerade  auf  dem  der  Lehre  von  Mikroorganismen 
als  Ursache  von  Zersetzungen  und  Krankheiten. 


1.  Oeiieratio  spontaiiea  und  die  Principien  der 

Sterilisation. ') 

Die  Reihe  der  wissenschaftlichen  Versuche  üher  diese  Frage 
eröffnete  S  p  a  1 1  a u  z  a n  i.  2)  Er  füUte  Infuse  organischer  Substanzen 
in  Flaschen,  welche  verkorkt  und  versiegelt  und  dann  eine  Stunde 
im  Wasserhade  gekocht  wurden.  Diese  Versuche,  die  Grundlage 
der  Appert'schen  Conservirungsmethode,  macht  man  jetzt  besser 
in  Kolben,  deren  Hals  ausgezogen  und  während  des  Kochens  zuge- 
schmolzen wird.  Hin  und  wieder  misslang  wohl  ein  derartiger 
Versuch  bei  nur  einstündiger  Dauer  des  Kochens,  aber  der  Haupt- 
einwand blieb  der,  dass  kein  Sauerstoff  zutreten  konnte.  Gay- 
Lussac  hatte  1810  die  Ansicht  entwickelt,  dass  zui-  Einleitung  der 
Gährungen  Sauerstoffzutritt  erforderlich  sei. 

Der  nächste  methodische  Fortschritt  bestand  darin  der  Luft 
nach  dem  Kochen  Zutritt  zu  verschaffen,  aber  einer  Luft,  welche  so 
behandelt  war,  dass  sie  keine  Keime  enthalten  konnte.  Franz 
Schulze^)  wandte  einen  Kolben  an,  welcher  einen  doppelt  durch- 
bohrten Kork  trug,  in  dem  zwei  rechtwinklig  gebogene  Glasröhren 
sich  befanden,  die  dicht  imterhalb  des  Korkes  endigten.  Die  faul- 
nissfähigen  Infuse  oder  in  Wasser  suspendirten  Substanzen  wurden 
so  lange  auf  dem  Sandbade  erwärmt,  bis  alle  Theile  die  Temperatur 
des  siedenden  Wassers  erreicht  hatten.    Dann  wm-de,  während  des 

1)  Zusammenfassende  Darstellungen  der  Frage  über  Abiogenesis,  Generatio 
spontanea  finden  sich  bei  Gscheidlen,  Physiologische  Methodik  Heft  2,  1876 
S.  274;  Heft  4,  1879  S.  499,  und  bei  Tyndall,  Essays  on  the  Floating-Matter 
of  the  air.  second  edition  1883. 

2)  Physikalische  und  mathematische  Abhandlungen  1769. 

8)  Vorläufige  Mittheilung  der  Resultate  einer  experimentellen  Beobachtung 
über  Generatio  aequivoca.  Poggendorf's  Annalen  der  Physik  1836,  Bd.  39, 
S.  487. 
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Entvveiclieus  des  Wasserdampfs,  an  jede  der  rechtwinkligen  Glas- 
röhren ein  Lieb  ig' scher  Kugelapparat  befestigt,  von  denen  der 
eine  mit  concentrirter  Schwefelsäure,  der  andere  mit  Kalilauge  ge- 
füllt war.  Es  wurde  nun  wiederholt  durch  Saugen  an  der  Seite  des 
Kaliapparates  Luft  durch  den  Kolben  gesogen,  welche  aber  vor  Ein- 
tritt in  den  Kolben  die  Schwefelsäure  passiren  musste.  Nun  trat 
trotz  Anwesenheit  der  Luft  keine  Fäulniss  mehr  ein,  wohl  aber  in 
wenigen  Tagen,  wenn  nach  dem  Kochen  gewöhnliche  Luft  zutrat. 

Schwann!)  zeigte,  dass  es  , nicht  der  Sauerstoff,  wenigstens 
nicht  allein  der  Sauerstoff  der  atmosphärischen  Luft"  sein  kann, 
Avelcher  Gährung  und  Fäulniss  veranlasst,  indem  er  die  zuti-etende 
Luft  durch  eine  leicht  flüssige  Metallmischung  leitete,  welche  auf 
den  Siedepunkt  des  Quecksilbers  erwärmt  war. 

Um  dem  Einwände  zu  begegnen,  dass  hierbei  die  Luft  chemisch 
alterirt  sein  könnte,  Hessen  Schröder  und  von  Dusch 2)  die  Luft 
durch  Baumwolle  streichen,  welche  entweder  in  Röhren  eingebracht 
war,  die  mit  den  rechtwinklig  gebogenen  Glasröhren  verbunden  wur- 
den, oder  sie  stopften  den  Hals  des  Kolbens  während  des  Kochens 
mit  Baumwolle  zu.  Pasteur^)  kochte  die  Lifuse  in  langhalsigeu 
Flaschen,  deren  Hals  langausgezogen  und  in  verschiedener  Weise 
gekrümmt  wm-de,  aber  derart,  dass  das  offene  Ende  nach  anten  stand. 
Nach  dem  Kochen  konnte  die  Luft  unverändert,  selbst  unfiltrirt  zu- 
treten und  doch  trat  keine  Fäulniss  ein. 

In  der  Milch  gelang  dagegen  Pasteur*)  das  Verhüten  der 
Zersetzungen  sicher  nur  bei  Steigerung  der  Temperatur  auf  110 — 112" 
bei  ca.  1^2  atm.  Druck.  Die  Unzulänglichkeit  des  Kochens  ermittelte 
auch  Schröder^)  für  einzelne  Substanzen,  welche  er  nur  durch  sehr 

1)  Vorläufige  Mittheilung,  betreffend  Versuche  über  die  Weingährung  und 
Fäulniss.   Poggendorf's  Annalen  1837,  Bd.  41,  S.  184. 

2)  Ueber  Filtration  der  Luft  in  Beziehung  auf  Fäulniss  und  Gährung. 
Annalen  der  Chemie  und  Pharmacie  1854,  Bd.  89,  S.  232. 

Memoire  sur  les  corpuscules  organises  qui  existent  dans  l'atmosphere. 
Annales  de  Chimie  et  de  Physiques  III.  Ser.  T.  64,  1862,  S.  66,  und  kürzere 
Angaben  Compt.  rend.  Bd.  48,  1859  S.  337,  und  ibid.  Bd.  50,  1860  S.  849. 

4)  De  Torigine  des  ferments.    Compt.  rend.  1860,  Bd.  50,  S.  849. 

6)  Ueber  Filtration  der  Luft  in  Beziehung  auf  Gährung,  Fäulniss  und 
Crjstallisation.   Annalen' der  Chemie  und  Pharmacie  1861,  Bd.  117,  S.  273. 
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anlialtendes  Kocheu  oder  Steigerung  der  Temperatur  im  Digestor 
bis  ca.  2  Atm.  sicher  sterilisireu  konnte. 

Zum  Sterilisiren  mit  hohen  Temperaturen  dient 
der  Digestor,  Dampfkessel  für  gespannten  Dampf. 

Die  anzuwendende  Temperatur  schwankt  zwischen  110—1200, 
entsprechend  einem  Druck  von  ca.  1—2  Atm.  Da  der  Wärmeaus- 
gleich durch  heftige  Flüssigkeitsströmungen  erfolgt,  welche  durch  die 
Temperaturdifferenzen  hervorgerufen  werden,  so  sollte  man  a  priori 
von  diesen  Apparaten  die  besten  Leistungen  erwarten,  da  nach  den 
Gesetzen  der  dynamischen  Wärmetheorie  mit  Steigerung  der  Tem- 
peratur die  Zeit  des  Wärmeausgleichs  und  damit  die  Zeit  des  Steri- 
lisirens  abnehmen  müsste.  Diesen  theoretischen  Postulaten  entsprechen 
manche  Apparate  ^),  aber  durchaus  nicht  alle.^)  Zu  dieser  Unsicher- 
heit kommt  weiter  das  Bedenken,  dass  viele  Substanzen  bei  Steige- 
rung der  Temperatur  über  100°  chemisch  alterirt  werden,  so  dass 
die  Vortheile  des  Apparates  gegenüber  anderen  für  viele  Fälle  ganz 
illusorisch  werden.  Wer  im  Besitze  eines  zuverlässigen,  erprobten 
Dampfkessels  ist,  wird  denselben  ruhig  gebrauchen  können,  besonders 
wenn  die  zu  sterilisirenden  Substanzen  Temperatursteigerungen  über 
100°  ertragen. 

Will  man  ohne  Dampfkessel  Temperaturen  über  100°  anwenden, 
so  bedient  man  sich  der  Salz-,  Oel-  oder  Paraffinbäder. 

Soll  die  Siedetemperatur  des  Wassers  Verwendung  fin- 
den, so  werden  grössere  Kolben  dir e et,  kleinere  Kölbchen,  Reagir- 
gläser  im  Wasserbade  gekocht,  in  dem  aber  das  Wasser  etwas 
höher  stehen  soll  als  der  Inhalt  der  Gläser.  Der  Wärmeausgleich 
im  Wasserbade  vollzieht  sich  nicht  nm*  der  geringeren  Temperatur 
entsprechend  langsamer,  sondern  ist  als  unzuverlässig  praktisch  ge- 
nügend erprobt. 


1)  Fitz:  lieber  Spaltpilzgähriingen.  Berichte  der  deutschen  chemischen 
Gesellschaft  Bd.  XVII  1884,  S.  1188. 

2)  Koch,  Gaffky,  Löffler:  Versuche  über  die  Verwerthbarkeit  heisser 
Wasserdämpfe  zu  Desinfectionszwecken.  Mittheilungen  aus  dem  Kaiserlichen 
Gesundheitsamte  I.  1881,  S.  322. 
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Wenn  auch  genügendes  langes  Kochen  i)  wirklicli  Sterilisiren 
gestattet,  so  verwendet  man  die  Siedetemperatur  des  Wassers  doch 
besser  in  Form  s  t  r  ö  m  e  n  d  e  r  D  ä  m  p  f  e.  Hierzu  dient  der  D  a  m  p  f- 
Sterilisirungs-Cylinder  von  Koch,  Gaffky  und  Löffler 
(Fig.  1).  Derselbe  besteht  aus  einem  ca.  V2  ^eter  hohen,  20  bis 
25  cm  im  Durchmesser  haltenden  Cylinder  von 
starkem  Weissblech,  der  zum  Schutze  gegen 
Wärmeverluste  mit  einem  Asbestmautel  umge- 
ben und  mit  Boden  von  Kupferblech  versehen 
ist.  Im  Inneren  befindet  sich  im  unteren  Drittel 
bei  R  ein  Rost;  der  Raum  unter  demselben 
wird  zu  mit  Wasser  gefüllt,  welches  durch  R. 
Unterstellen  von  mehreren  Gasflammen  (Drei- 
oder Fünfbrenner)  in's  Sieden  gebracht  wird. 
Als  Verschluss  dient  ein  Helm  H  aus  Weiss- 
blech mit  Asbestüberzug,  der  nicht  hermetisch  .m 
schliesst,  so  dass  der  Dampf  an  den  undichten 
Stellen  entweichen  kann.  Im  Helme  wird  ein  Thermometer  t  au- 
gebracht. 

Der  Apparat  kann  auch  etwas  grössere  Dimensionen  haben.  Bei 
starker  Ueberschreitung  dieser  Dimensionen  sind  Salzlösungen  erforder- 
lich wenn  der  Dampf  beim  Ausströmen  100^  haben  soll.  Dadurch, 
dass  der  Dampf  nicht  ganz  frei  entweichen  kann  und  eine  Abgabe 
der  Wärme  nach  Aussen  durch  Strahlung  verhütet  wird,  ist  die 
Temperatur  im  Inneren  von  der  Oberfläche  des  Wassers  bis  zum 
Helme  eine  ganz  gleichmässige  imd  da  der  Deckel  nicht  hermetisch 
abgeschlossen  ist,  übersteigt  die  Temperatur  des  Dampfes  die  Siede- 
temperatur nicht,  sondern  giebt  genau  die  den  Druckverhältnissen 
entsprechende  Siedetemperatur  des  Wassers,  d.  h.  bei  annähernd 
normalem  Barometerstande  ca.  100 "  C. 

Die  Yortheile  des  Apparates  sind  gegenüber  den  Dampfkesseln: 
seine  Billigkeit  und  die  Unmöglichkeit  bei  Anwendung  von  Wasser 
100  0  zu  übersteigen,  sodass  alle  Substanzen  damit  sterilisirt  werden 


1)  Hueppe,  Ueber  einige  Vorfragen  zur  Desinfectionslehre  und  über 
die  Hitze  als  Desinfectionsmittel.   Deutsche  militiiriirztl.  Zeitschr.  1882.  No.  3. 
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könneu,  welche  100 »  ertrageu.  Der  Ausgleich  der  Temperatur  geht 
sehr  prompt  von  Statten  und  zeigt  die  Schwankungen  der  Dampf- 
kessel nicht,  weil  die  technische  Ausführung  der  Apparate  kaum 
einfaclier  sein  kann  und  damit  die  Abliängigkeit  von  der  technischen 
Ausführung  auf  ein  Minimum  reducirt  ist.  Dem  Wasserbade  sind 
die  strömenden  Dämpfe  durch  Sicherheit  und  relative  Kürze  der 
erforderlichen  Zeit  weit  überlegen. 

Diese  praktischen  Vortheile  lassen  diesen  Apparat  für  alle  die 
Fälle,  in  denen  hohe  Temperatui-en  zum  Sterilisiren  gewünscht 
werden,  als  den  brauchbarsten  erscheinen,  trotzdem  theoretisch  sich 
der  Aussgleich  der  etwas  niedrigeren  Temperatur  gemäss  lang- 
samer vollziehen  müsste  als  bei  gespannten  Dämpfen  über  100  <>. 
Das  Anwärmen  abgerechnet  beträgt  die  Zeit  des  Sterilisirens  V2  ^is 
2  Stunden,  je  nach  der  Grösse  der  Gegenstände. 

Dem  Apparate  ist  ein  Einsatzgefäss  beigegeben,  in  welches  die 
kleinen  Kolben,  Gläser  etc.  gestellt  werden;  an  den  Henkel  des 
Gefässes  oder  am  Halse  grösserer  Kolben  befestigt  man  Schnüre 
zum  bequemen  Heben  und  Senken,  welche  man  an  die  am  Rande 
des  Cylinders  befindlichen  Haken  h  befestigt. 

Durch  die  bisher  betrachteten  Temperaturen  werden  aber  manche 
Substanzen  alterirt,  besonders  immer  eine  Coagulation  der  Albumi- 
nate  herbeigeführt.  Um  dies  zu  vermeiden,  wendet  man  die  discon- 
tinuirlicheSterilisation  vonTyndall  an.  Der  Ausgangspunkt 
dieser  „Sterilization  by  discontiuuous  Heating"  (1.  c.  S.  210  u.  337) 
liegt  in  der  Erfahrung  begründet,  dass  lebende  Bakterien  unterhalb  der 
Gerinnungstemperatur  des  Eiweisses  bei  relativ  niedriger  Temperatur 
getödtet  werden,  während  die  Dauersporen,  der  Grund  der  Anwendung 
hoher  Temperaturgrade  an  sich  durch  diese  niedrigeren  Temperaturen 
nicht  vernichtet  werden,  wohl  aber  wenn  sie  auskeimen.  Lässt  man 
nun  Temperaturen  zwischen  52  und  65  °  C. '  ein  bis  zwei  Stimden 
auf  die  zu  sterilisirende  Flüssigkeit  einwirken,  so  werden  sofort  nur 
die  lebenden  Bakterien,  und  vielleicht  diese  nicht  einmal  sämmtlich, 
getödtet.    In  der  zusagenden  Lösung  keimen  dann  etwaige  Dauer- 


1)  Cohn:  Untersuchungen  über  Bakterien  IV:  Die  Bakterien  und  die 
Urzeugung.   Beiträge  zur  Biologie  der  Pflanzen  Bd.  II.  Heft  2,  S.  249.  1876. 
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Sporen  ans,  die  einen  am  zweiten,  die  andern  am  dritten  oder  fol- 
genden Tage.   Lässt  man  nun  dieselbe  Temperatur  an  einem  zwei- 
ten oder  dritten  Tage  ebenso  einwirken,  so  vernichtet  man  jedesmal 
die  lebenden  resp.  ausgekeimten  Bakterien,  und  wenn  man  dies  ge- 
nügend lange  fortsetzt  gelingt  es  auf  diese  "Weise  unterhalb  der 
Zersetzungstemperaturen  alle  Flüssigkeiten  sicher  zu  sterilisiren.  Im 
Allgemeinen  empfiehlt  sich  eine  Temperatur  von  ca.  58"  C.  5  bis 
8  Tage  hintereinander  1  bis  2  Stunden  einwirken  zu  lassen.  Etwas 
unbequem  kann  man  dies  im  Wasserbade  erreichen,  bequemer  durch 
den  Apparat  Fig.  2.    Derselbe  besteht  aus  einem  Doppel-Cyliuder 
von  Kupferblech,  der  bis  zur  halben  Höhe 
ungefähr-  mit  Wasser  gefüllt  und  durch 
einen  Deckel  gut  verschlossen  wird,  der 
gleichfalls  mit  Wasser  gefüllt  wird.  Der 
Deckel  hat  seitlich  einen  mit  dem  Hohl- 
räume des  Deckels  communicirenden  An- 
satz d,  welcher  erwärmt  wird  durch  die 
Flamme  d^,  während  der  Cylinder  selbst 
von  unten  durch  eine  Gasflamme  erwärmt 
wird.   Der  Deckel  trägt  drei  Tuben,  deren 
einer  c  zum  Füllen  des  Deckels  und  zur 
Aufnahme  eines  Thermometers  dient,  welches  die  Wärme  des  Wasser 
im  Deckel  anzeigt;  ein  zweiter  Tubus  b^  nimmt  das  Thermometer 
auf,  welches  in  den  Luftraüm  b  des  Cylinders  führt,  und  der  mitt- 
lere Tubus  a^  nimmt  ein  Thermometer  auf,  welches  in  eine  mit  dem 
Wassermantel  communicirende  central  angebrachte  Köhre  a  geht. 
Die  Füllung  des  Wassermantels  geschieht  durch  einen  seitlich  ange- 
brachten Tubus. 

Das  Princip  des  discontinuirlichen  Sterilisirens  lässt  sich  in 
manchen  Fällen  auch  als  dis continuirliches  Kochen  ver- 
werthen,  indem  man  Substanzen,  welche  durch  langes  Kochen  alterirt 
werden,  oft  bisweilen  durch  kurzes  aber  öfters  wiederholtes  Kochen 
nicht  wesentHch  schädigt.  Wenn  man  solche  Substanzen,  wie  z.  ß. 
Gelatine  4  bis  5  Tage  hintereinander  je  einmal  nur  kurz  aufkocht, 
so  gelingt  es,  dieselben  sicher  zu  sterilisiren. 

Zum  Widerlegen  anderer  Einwände,  welche  für  die  Existenz 
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der  ürzeuguug  gemacht  wurden,  kann  es  wünscyieuswerth  sein  Sub- 
stanzen zu  verwenden,  auf  welche  selbst  nicht  einmal  die  niedrigen 
Temperaturen  unter  der  Gerinnungstemperatur  des  Eiweisses  einge- 
wirkt haben.  Dies  Ziel  lüsst  sich  in  zwei  Weisen  erstreben,  indem 
man  einmal  die  Lösungen  durch  Filtration  von  etwaigen  Beimeng- 
ungen befreit  oder  indem  man  dieselben  unzersetzt  von  Anfang  an 
zu  gewinnen  versucht. 

In  erster  Hinsicht  hatte  Helmholtz^)  beobachtet,  dass  die 
Hefewirkung  nicht  durch  Membranen  hindurch  wirkte,  dagegen  ge- 
schah dies  bei  der  Fäulniss.  Derartige  Membranen  waren  also  für 
diese  Zwecke  nicht  brauchbar.  Positive  Resultate  erhielt  zuerst 
Tiegel 2),  indem  es  ihm  gelang,  durch  Filtration  septischer 
Flüssigkeiten  durch  Thonzellen  unter  Anwendung  positiven  oder  nega- 
tiven Druckes  auf  einer  Seite  die  septischen  Stoffe  mechanisch 
von  ehier  ganz  wirkungslosen  Flüssigkeit  zu  trennen.  Miquel 
und  B  e  n  0  i  s  t  ^)  versuchten  die  Keime  durch  Gypsfilter  zu  entfernen. 
Sie  nahmen  Glasballons  mit  ausgezogenem  Halse,  in  dessen  Ver- 
engung ein  Asbestpfropf  und  über  diesem  eine  Schicht  Gyps  sich 
befand.  Vor  dem  Gebrauche  wird  der  Apparat  langsam  auf  170° 
erhitzt,  dann  wird  die  zu  filtrirende  Flüssigkeit  langsam  auf  den 
Gypspfropf  gegeben.  Der  Pfropf  bestand  aus  1,6  Asbest,  52,1  Gyps, 
46  Wasser.  Verdünnte  Fleisch-  und  Pflanzensäfte,  Urin  filtriren 
rasch,  etwas  langsamer  Serum  und  Eiweissflüssigkeiten ;  alle  werden 
keimfrei,  aber  auch  enzymfrei.  Eine  unterhalb  der  Verengerung  an- 
geschmolzene Capillare  gestattet  durch  Verbindung  mit  dem  Aspirator 
in  dem  Ballon  den  Druck  zu  vermindern. 

Gautier*)  bediente  sich  sehr  langhalsiger  Flaschen  von 
Fayence  oder  unglasirtem  Porzellan,  welche  unten  in  einen  Conus 

1)  Ueber  das  Wesen  der  Fäulniss  und  Gährung.  Müller 's  Archiv  für 
Anatomie  und  Physiologie  1843,  S.  453. 

2)  Correspondenzblatt  für  schweizer.  Aerzte  1871,  S.  275,  und  Ueber  die 
fiebererregende  Eigenschaft  des  Mikrosporen  septicum.  Dissert.  Bern  1871. 
Gitirt  nach  Klebs. 

8)  Bulletin  de  la  Societe  Chimique  de  Paris  1881.^  Bd.  35,  S.  552. 
Sterilisation  a  froid    des    liquides    fermentescibles   Bulletin  de  la 
Societe  Chimique  1884.   Bd.  42,  S.  146. 
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ausliefen.    Durch  diesen  porösen  Conus,  das  eigentliche  Filter,  soll 
die  zu  filtrirende  Flüssigkeit  von  aussen  nach  innen  in  die  Por- 
zellanflasche eintreten.     Zur  Erzielung  der  Luftverdünnung  be- 
findet sich  in  dem  Halse  der  Flasche,  durch  einen  Mennigekitt  be- 
festigt, eine  rechtwinklig  gebogene  Glasröhre,  deren  einer  Schenkel 
bis  zum  Boden  des  Conus  herabreicht,  während  das  andere  äussere 
Ende  conisch  verjüngt  ausläuft  und  genau  in  eine  entsprechende  co- 
nische Erweiterung  einer  zweiten  Glasröhre  passt.  Diese  zweite  Glas- 
röhre ist  gleichfalls  rechtwinklig  gebogen  und  das  eine  Ende,  welches 
später  mit  dem  rechtwinklig  gebogenen  Theile  der  ei'sten  Glasröhre 
verbunden  wird,  trägt  eine  conische  Erweiterung,  während  das  andere 
Ende  bis  auf  den  Boden  eines  Glaskolbens  mit  engem  Halse  reicht. 
Seitlich  trägt  dieser  Glaskolben  einen  Ansatz  mit  einer  conischen 
Erweiterung.  Die  beiden  conischen  Erweiterungen  werden  mit  Watte 
geschlossen  und  dann  dieser  Glasballon  mit  Ausatz  und  mit  der 
Glasröhre  für  sich  sterilisirt.  Ebenso  wird  die  Porzellanflasche  mit 
ihrer  Glasröhre  für  sich  ausgeglüht  und  dann  unter  Entfernung  des 
einen  Wattpfropfs  der  Conus  der  ersten  Glasröhre  in  die  conische 
Erweiterung  der  anderen  eingefügt.    In  die  conische  Erweiterung 
des  seitlichen  Ansatzes  des  Glaskolbens  wird  unter  Entfernung  des 
Wattepfropfs  eine  entsprechend  conisch  auslaufende  Glasröhre  ein- 
gefügt, welche  mit  ausgeglühtem  Asbest  angefüllt  ist.    Die  Ver- 
bindungen beider  conischeu  Erweiterungen  mit  den  entsprechenden 
conischen  Verengerungen  werden  noch  mit  Schellack  gedichtet.  Durch 
Aspiration  am  freien  Ende  der  Asbeströhre  wird  die  Luft  im  ganzen 
Apparate  verdünnt  und  wenn  der  Conus  der  Porzellanflasche  in  eine 
Flüssigkeit  taucht,  durch  den  entstandenen  negativen  Druck  Flüssig- 
keit in  die  Porzellanflasche  aspirirt,  welche  ganz  keimfi-ei  ist. 
Der  mit  Terpentinöl  bereitete  Mennigekitt  besteht  aus: 


Die  meisten  auf  diese  Weise  keimfrei  gewordenen  Filtrate  haben 
keine  tiefgi-eifenden  Alterationen  erfahren,  aber  manche  derselben 
bleiben  beim  Filtriren  nicht  unverändert,  weil  das  Filter  nicht  alle 
Stoffe  gleich  gut  passiren  lässt,  so  dass  eiweissreiche  Lösungen  oft 


Krystallisirter  Borsäure 
Kieselsäure  .  .  .  . 
Mennige  
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sogar  ziemlich  stark  quantitativ  und  qualitativ  alterirt  werden.  Um 
auch  diese  Zweifel  zu  zerstreuen,  muss  mau  versuchen,  die  Sub- 
strate ganz  unzersetzt  zu  entnehmen  durch  Anwendung 
subtilster  Reinlichkeit.  Man  reinigt  vor  jeder  Manipulation  die 
Hände  mit  1  p,  M.  Sublimatlösung,  spült  die  Hände  dann  mit  aus- 
gekochtem Wasser,  oder  man  entfernt  das  Sublimat  durch  Alkohol 
und  den  Alkohol  durch  xVether,  den  man  verdunsten  lässt.  Alle 
Gefässe  werden  gut  sterilisirt,  die  Manipulationen  werden  sehr  schnell 
und  etwaige  Operationen  unter  den  antiseptischen  Cautelen  der 
modernen  Chirurgie  vorgenommen.  Auf  diese  Weise  gelingt  es, 
Blut,  Milch,  Urin  etc.  zu  gewinnen,  ohne  dass  jemals  an  desselben 
etwas  gemacht  wurde,  aber  auch  ohne  dass  eine  Zersetzung  statt- 
findet. Einige  Einzelheiten  folgen  später  bei  der  Infectionsmethode 
und  den  Uebertragungsversuchen.  Es  erfolgt  weder  aus  imorganisirter 
Materie,  noch  aus  „  Stickstoffsplittern ",  noch  aus  Mikrozymen  oder  durch 
„Anamorphose  des  Protoplasma"  die  Bildung  irgend  eines  Organis- 
mus, nicht  einmal  eines  Kokkus,  was  allerdings  viele  Autoren  nicht 
abgehalten  hat,  Molecularbewegung  zeigende  Körner  differenter  Her- 
kunft für  ächte  Kokken  anzusprechen,  aus  denen  sich  dann  später 
auch  Bacillen  etc.  entwickeln  sollten.  Wer  auf  Grund  weniger  Ver- 
suche gegentheilige  Resultate  zu  verzeichnen  hat,  hat  erst  nachzu- 
weisen, dass  er  die  Technik  so  beherrscht,  wie  dies  in  den  vielen 
positiven  Resultaten  von  van  den  Broek,  Pasteur,  Roberts, 
Lister,  Cheyne,  Meissner  der  Fall  war.  Die  hierzu  erforder- 
liche technische  Fertigkeit  ist  aber  mu-  durch  viele  Einzelversuche 
zu  erreichen. 

Durch  diese  gegen  die  Generatio  spontanea  gerichteten  Experi- 
mente, welche  besonders  durch  Pasteur  leicht  beherrschbare  Form 
angenommen  hatten,  und  durch  die  Desinfectiousversuche  von  Koch 
wurden  auch  die  noch  restirenden  Maassnahmen  zum  Sterilisiren  in 
sichere  und  bequeme  Form  gebracht. 

Metallgegenstände,  Messer,  Scheeren,  Pincetten,  Platin- 
nadeln werden  erst  mechanisch  gereinigt,  dann  direct  in  der  Flamme 
geglüht  und  zum  Abkühlen  auf  eine  sterilisirte  Glasplatte  gelegt, 
durch  Ueberdecken  einer  Glasglocke  gegen  Staub  geschützt. 
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Glasgegenstände,  Glasplatten,  Objectträger ,  Kölbchen, 
Reagirgläser  werden  erst  mechanisch  gereinigt,  dann,  wenn  sie  sehr 
schmutzig,  fettig  sind  oder  schon  anderweitig  in  Gebrauch  waren,  mit 
conc.  Schwefelsäure  oder  Salzsäure  ab-  resp.  ausgespült  und  darauf  wie- 
derholt mit  Wasser,  zuletzt  mit  destillirtem  Wasser  bis  zum  Entfernen 
jeder  Spur  sauerer  Reaction  gespült.  Das  Wasser  entfernt  man  zu- 
nächst durch  Ablaufenlassen  und  die  letzten  Spuren  desselben  durch 
Erwärmen  im  Trockenschranke  oder  dadurch,  dass  man  dieselben  mit 
Alkohol  aufnimmt;  den  Alkohol  giesst  man  ab  und  nimmt  die  letzten 
Spuren  desselben  mit  Aether  auf,  den  man  verdampfen  lässt.  Je 
nach  dem  Grade  der  Unreinlichkeit,  den  die  Gefässe  zu  Anfang 
hatten,  wird  man  bald  in  skrupulöser  Weise  diese  ganze  Procedur 
vornehmen  müssen,  bald  sich  auf  mechanisches  Ausspülen  mit 
destillirtem  Wasser  beschränken  können.  Die  chemisch  gereinigten 
Gefässe,  Kolben  und  Reagirgläser  müssen  dann  noch  keimfrei  ge- 
macht werden.  Zu  diesem  Zwecke  versieht  man  den  Hals  der 
Gläser  mit  einem  sehr  fest  schliessenden  Pfrppfe  von  Watte  und 
bringt  die  Kölbchen  direct  auf  eine  der 
Platten  des  mit  Thermoregulator  r  und 
Thermometer  t  versehenen,  doppelwandi- 
gen  Trockenschrankes  (Fig.  3).  Die 
Reagirgläser  stellt  man  bequemer  in  Körbe 
aus  Draht  (d),  welche  v^iele  derselben  auf 
nehmen.  Katheter,  Spritzen,  Pipetten, 
Kapillarröhren  und  andere  Glas-Röhren 
stellt  -man  in  reine  Bechergläser  und  setzt 
sie  mit  denselben  in  denTrockenschrank, 
Alle  derartige  Gegenstände  bleiben  min- 
destens 2  Stunden  bei  einer  Temperatur 
von  150  bis  160°  C. ,  das  Anwärmen 
nicht  mitgerechnet.  Man  lässt  die  Gegenstände  im  Trockenschranke 
abkühlen,  so  dass  man  sie  direct  demselben  zum  Gebrauche  ent- 
nimmt oder  bewahrt  sie  mindestens  gegen  Staub  gut  geschützt  auf. 

Korkverschlüsse  sind  zu  vermeiden;  Gummi  pfropfen,  Gummi- 
kappen, Verbindungsstücke  etc.  von  Gummi  werden  durch  strömende 
Dämpfe  sterilisirt,  denen  man  sie  ^/^  bis  1  Stunde  aussetzt. 
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Die  meisten  Gefilsse  werden  später  noch  einmal  mit  dem  In- 
halte sterilisirt,  wobei  mau  zweckmässig,  um  das  Auffallen  von  Staub 
auf  die  Baumwolle  zu  verliüten,  eine  Kappe  von  zwei  Lagen  Fliess- 
papier überbiudet,  da  der  Watteverschluss  wohl  bakteriendicht,  aber 
nicht  immer  pilzdicht  ist. 

Die  bisherigen  Erfahrungen  haben  gelehrt,  dass  die  Keime  aus 
der  Luft  seltener  Ursache  der  Misserfolge  sind,  als  die  unabsicht- 
lichen Infectionen  durch  unreine  resp.  ungenügend  sterilisirte  Gelasse 
und  die  Manipulationen  mit  nicht  sicher  sterilisirten  Händen  und 
Instrumenten. 


II.  Form  der  Bakterien  und  mikroskopisclie  Technik. 


Bei  Betrachtung  bakterienhaltiger  Substrate  unter  dem  Mikros- 
kope treten  uns  verschiedene  Formen  entgegen,  über  deren  allge- 
meine morphologische  Eigenschaften  einerseits,  über  deren  Diffe- 
renzen oder  Zusammengehörigkeit  andererseits  Aufklärung  zu  er- 
streben ist. 

Das  erstere  geschieht  durch  die  allgemeine  mikroskopische 
Technik  in  ihrer  besonderen  Anwendung  auf  die  Bakterien,  während 
die  zweite  Frage  erst  nach  Gewinnung  der  Reinkultm-en  gelöst 
werden  kann. 

Die  Formen  der  Bakterien,  Fig.  4,  sind  kuglige  (1,  3,  4,  5), 
ellipsoide  (2),  kürzere  (6)  oder  längere  (7)  stäbchenförmige  Zellen; 
weiterbeob-  Fig.  4. 

achtet  man      ±    z  3  ^    ^        ^       ''s-  *  *y- 


gekrümmte      °:      %  88  \\  ^/j  '"^"^ 

Stäbchen  =s^sä2^^ 

(11, 12)  und  Q5^^ 
schrauben- 
förmige Or- 
ganismen 
(13  bis  IG). 

Diese  For-  ^ 
men  treten      oO  6  D£>  1^0^ 

bald  isolirt.  Zum  Theil  nach  Koch  und  Prazmowsti. 

bald  in  bestimmter  Weise  (3,  4,  5)  verbunden  auf.  Die  nächste 
Aufgabe  ist  es  nun,  diese  Formen  auseinanderzuhalten,  zu  trennen, 
dieselben  möglichst  natürlich  zu  gruppiren,  um  so  zunächst  eine 
allgemeine  Orientirung  über  die  Gestaltungsverhältnisse  der  Bak- 
terien zu  erhalten. 

Uuoppo,  Bakterien-Forschung.  a 
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I.  Aechte  endospore  Bakterien,  Fig.  4.  Dieselben 
pflanzen  sich  durch  Theilung  fort  und  event.  auch  durch  Sporen. 
Die  Sporen  werden  endogen  gebildet. 


Zellen 


1.  Kokken  ja.  kuglige  | 

[  h.  ellipsoide  J 
(  a.  Kurzstäbchen 

2.  gerade  Stäbchen,  Bacillen  .    .  \  b.  Langstäbchen 


c.  Clostridiumform 


3.  gekrümmte  Stäbchen,  Vibrionen 


4.  Aechte  Schraubenformen,  Spirillen  und  Spirochäten. 


Neigung  zur  Bildung 
von  Zoogloea. 

Neigung  zur  Bildung 
von  Fäden ,  Desmo- 
bakterien;  die  Fäden 
zeigen  keinen  Gegen- 
satz von  Basis  u.  Spitze. 


11.  Arthrospore  Bakterien,  Diese  Formen  pflanzen  sich 
gleichfalls  durch  Theilung  fort,  aber  es  bilden  sich  bei  ihnen  keine 
endogenen  Sporen,  Dagegen  können  sich  einzelne  Glieder  aus  dem 
Verbände  lostrennen  und  eine  neue  Generation  einleiten.  Diese 
Glieder  bilden  sich  meist  endständig  als  kuglige  Zellen,  Gonidien 
oder  Arthrosporen. 

1 .  Arthro-Koccaceen :  besitzen  nur  Kokken  und  durch  das  An- 
einanderreihen von  Kokken  auch  Fadenform. 

2.  Arthro-Bakteriaceen :  bilden  Kokken  ähnliche,  kuglige  Zellen, 
aber  auch  Kurzstäbchen,  Langstäbchen  und  Fäden,  welche 
keinen  Gegensatz  von  Basis  und  Spitze  zeigen. 

3.  Leptothricheen :  bilden  Kokken  ähnliche  Formen,  Stäbchen, 
Schrauben  und  Fäden,  welche  einen  Gegensatz  von  Basis 
und  Spitze  zeigen.  ^ 

4.  Cladothricheen,  Fig.  5:  bilden  Kokken,  Stäbchen,  Fäden 
und  Schrauben,  Die  Fäden  bilden  Pseudoverzweigungen  (A). 

Die  Arthro-Koccaceen  und  Arthro-Bacteriaceen  sind  noch  höchst 
mangelhaft  untersucht  imd  sind  vielleicht  ganz  den  ächten  Bakterien 
zuzurechnen.  Diese  zweite  Gruppe  wurde,  so  weit  sie  untersucht 
war,  früher  wegen  ihrer  Formen  den  Spaltalgen  näher  gestellt, 
Zopf  rechnete  sie  direct  zu  den  Bakterien  wegen  des  Auftretens 
ähnlicher  Formen  in  ihrer  Entwicklung  und  nannte  die  sonst  inuuer 
als  Gonidien  oder  Arthrosporen  aufgefasstcn  kugligen  Thoilungs- 
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Produkte  ohne  Weiteres  Kokken,  i)   Der  Mangel  endogener  Sporen 


trennt  diese  Gruppe  vorläufig 
mehr  von  den  ächten  Bak- 
terien, als  das  Auftreten  ähn- 
licher Wuchsformen  sie  den- 
selben nähert. 

Nächste  Aufgabe  der  mi- 
kroskopischen Untersuchung 
ist  es  1)  festzustellen,  welche 
der  geschilderten  Formen 
überhaupt  vorhanden  sind. 
Nach  Gewinnung  der  ßein- 
kulturen  ist  2)  zu  unter- 
suchen, welche  der  Formen 
typisch  sind  und  deshalb 
namengebend  sein  müssen;  ob 
die  Form  unter  allen  Ver- 
hältnissen dieselbe  bleibt,  so 
dass  die  Form  nicht  nm-  den 
Werth  als  Wuchsform,  son- 
dern darüber  hinaus  auch  als 
Formspecies  oder  Formgenus 
haben  kann,  oder  ob  die  Form 
sich  den  Aussenverhältnissen 
anpasst,  indem  sie  bald  grös- 
ser, breiter,  bald  schmäler, 
kleiner  wird,  oder  ob  endlich 
andere  Formen  in  der  Ent- 
wicklung auftreten  können. 
Anders  ausgedrückt  ist  zu 
sehen,  ob  in  der  Entwicklung 


Fig.  5. 


Cladothrix  dichotoma;  nach  Zopf.  A  Verzweigte 
Pflanze  mit  schwächer  (a)  und  stärlcer  (b)  gewundenen 
schraubenförmigen  Zweigen.  B  Schraube,  deren  eines 
Ende  (a)  stärker  gewunden  ist  als  das  andere  (b). 
C  Langer  spirochätenartiger  Zweig.  D  Ein  Zweig- 
stück mit  engen  und  eins  mit  ganz  flachen  Win- 
dungen. E  Schrauben:  a  ungegliedert,  b  mit  An- 
deutung einer  Gliederung  in  Stäbchen  und  bei  c  in 
Zopf  sehen  Kokken.  F  Spirochätenform:  bei  a 
ungegliedert,  bei  b  schematische  Gliederung  in 
Langstäbchen,  bei  c  in  Kurzstäbchen,  bei  d  in  Kokken. 


1)  cfr.  meine  Kritik  der  Arbeit  von  Zopf  in  den  Fortschritten  der  Medicin 
1883,  No.  6,  und  de  Bary's  eingehende  Begründung  der  Trennung  dieser 
arthrosporen  Formen  von  denen  mit  endogener  Sporenbildung:  Vergleichende 
Morphologie  und  Biologie  der  Pilze  1884. 

2* 
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einer  Art  (Varietät,  Kasse)eine  einzige  Form  oder  ein  Formcyclus 
auftritt  oder  auftreten  kann. 

An  Einzelheiten  sind  melir,  als  dies  bisher  vielfach  geschehen 
ist,  folgende  Punkte  zu  beachten.  Bei  den  Schraubenformen,  Fig.  4 
(13,  14,  15,  16),  sind  Zahl  und  Anordnung  der  typischen  Schrauben 
zu  ermitteln,  dann  ist  zu  sehen,  ob  bei  der  Theilung  die  Schraube 
in  Vibrio  ähnliche  gekrümmte  Stäbchen  zerfällt,  ob  diese  Vibrio 
ähnlichen  Theilungsprodukte  sofort  wieder  zur  typischen  Schraube 
auswachsen,  oder  ob  die  Theilung  noch  weiter  bis  zu  Stäbchen-  und 
kokkenähnlichen  Formen  geht  und  welche  dieser  event.  Formen  die 
neuen  Generationen  einleiten.  Wenn  man  ßeagentien  einwirken  lässt, 
muss  man  das  Stadium  beachten,  da  während  der  Theilung  oder 
unmittelbar  vor  derselben  Reagentien  trotz  scheinbarer  Homogenität 
schon  den  Zerfall  kenntlich  machen  können.  Auf  der  andern 
Seite  darf  man  den  Werth  solcher  chemischer  Eingriffe  auch 
nicht  überschätzen,  da  auf  der  Höhe  der  Entwickelung  das  em- 
pfindlichste Reagens,  die  Photographie,  keine  Spur  einer  Zusammen- 
setzung zeigt. 

Bei  den  Vibrionen,  Fig.  4  (11,  12),  deren  kleinste  Formen  (11) 
Koch  wegen  ihres  charakteristischen  Aussehens  bei  den  üblichen 
Vergrösserungen  Kommabacillen  nannte,  ist  zu  ermitteln,  ob  sie  sich 
in  kleinere  Vibrionen,  oder  noch  weiter  in  Stäbchen  und  Kügelchen 
theilen  können.  Aus  dem  Aneinanderlegen  von  mehreren  Vibrionen 
können  ~  förmige  und  spirillenähnliche  Fäden  entstehen  (11),  welche 
bei  ungenügender  Beachtung  mit  ächten  Spirillen  (13)  verwechselt 
werden  können  und  je  nach  der  Krümmung  des  einzelnen  Vibrio 
bald  stark  ausgezogene  Schrauben,  bald  solche  mit  engen  Windungen 
bilden.  Die  Spirillen  ähnlichen  Formen  der  Vibrionen  sind  aber 
nur  als  eine  Art  Fadenbildung  zu  betrachten,  welche  im  Gegensatze 
zu  den  artächten  Spirillen  nur  imter  bestimmten  Bedingungen,  z.  B. 
partieller  oder  totaler  Erschöpfung  des  Nährbodens  auftreten  und 
nie  die  Regelmässigkeit  dieser  zeigen. 

Bei  den  stäbchenförmigen  Bakterien  ist  zu  ermitteln,  ob  die 
Theilung  Langstäbchen  in  kürzere  Stäbchen,  oder  gar  in  ellipsoide 
und  kuglige  Zellen  überführt.  Die  Stäbchen  können  durch  Aneinan- 
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derlegeu  Fäden  bilden,  während  andere  grössere  Neigung  zur  Bildung 
von  Zoogloea  zeigen.  Cohn  hatte  deshalb  die  Vibrionen  und  Lang- 
ötäbchen  als  Fadenbakterien  getrennt  von  den  Kurzstäbchen,  welche 
wie  die  Kokken  eine  grössere  Neigung  zur  Zoogloeabildung  haben 
sollen.  Es  ist  zu  beachten,  ob  der  Nährboden  (fest,  flüssig)  hierauf 
von  Einfluss  ist. 

Bei  den  Kokken  ist  zu  ermitteln,  ob  die  ellipsoiden  derselben 
bei  der  Theilung  kleinere  Ellipsoide  oder  Kugeln  bilden,  ob  die  kug- 
ligen  vor  der  Theilung  sich  zu  Ellipsoiden  und  ob  eventuell  die 
ellipsoiden  sich  zu  kurzen  Stäbchen  strecken. 

Bei  gekrümmten  Stäbchen  kann  der  Anschein  gerader  Stäbchen 
dadurch  hervorgerufen  werden,  dass  dieselben  mit  der  Convexität  oder 
Concavität  nach  oben  gerichtet  sind.  Ein  senki-echt  stehendes  Stäbchen 
kann  den  Schein  einer  Kugel,  ein  schräg  von  oben  nach  imten  ge- 
richtetes Langstäbchen  den  eines  Kurzstäbchens  erwecken.  Ueber 
solche  Fragen  ist  nur  nach  vielen  Einzelbeobachtungen  und  unter 
Anwendung  von  Reinkulturen  zu  urtheilen.  Viele  Hunderte  von 
Beobachtungen  in  Bakteriengemischen  beweisen  zur  Entschei- 
dung morphologischer  Fragen  gar  nichts. 

Eingehende  Beachtung  verdient  die  Frage  der  Sporenbildung, 
Fig.  4  (5  b,  8,  9,  10,  12),  und  Sporenauskeimung ,  von  der  zwei 
differente  Typen  (18,  19)  als  Anhalt  dienen  können.  Vor  der  Sporen- 
bildnng  können  die  Stäbchen  zu  Fäden  auswachsen  (8),  oder  die 
Sporen  können  sich  in  den  beweglichen  Stäbchen  bilden  (9);  bald 
bilden  sie  sich  im  Inneren  (8,  9),  bald  mehr  endständig  (12).  Oft 
schwellen  die  Stäbchen  vor  der  Sporenbildung  zu  Wetzstein-  oder 
Keulenform  an  (Clostridium  10).  Unter  anderen  Verhältnissen  beob- 
achtet man  ganz  abnorme,  sogenannte  Involutionsformen  (17). 
Ueber  den  Werth  der  Formen  ist  grundlegend  die  Arbeit  von 
C  0  h  n  1),  in  welcher  er  die  Beziehungen  von  Wuchsform,  Formgenus, 
Formspecies,  ächten  Arten,  Formarten,  physiologischen  Arten  zuerst 
klarlegte.    Diese  Arbeit  ist  nicht  nur  von  seinen  Gegnern  oft  ganz 

1)  Untersuchungen  über  Bakterien.  Beiträge  zur  Biologie  der  Pflanze, 
Bd.  L,  2.  Heft,  S.  127.    1872.   2.  Abdruck  1881. 
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falsch  verstanden  worden,  sondern  auch  im  entgegengesetzten  Sinne 
von  seinen  übereifrigen  Anliängern,  welche  Cohn's  Argumente  für 
das  Vorkommen  ächter  Arten  unter  den  Bakterien  wiederholt  im 
Sinne  einer  vordarwinschen  Art-  und  Formconstanz  interpretirt 
haben.  ^) 

Nachweis  der  Bakterien  im  ungefärbten  Zustande. 

Die  älteste  Methode  besteht  darin,  dass  man  ein  Tröpfchen 
einer  bakterienhaltigen  Flüssigkeit  oder  eine  Spur  des  bakterien- 
haltigen  Materials,  in  einem  Tröpfchen  indiiferenter  Flüssigkeit  ver- 
rieben, auf  den  Objectträger  bringt,  das  Deckglas  darauflegt  und 
nach  den  Regeln  der  histologischen  Technik  beobachtet.  Das  Bild 
kommt  in  diesen  Fällen  in  derselben  Weise  zu  Stande,  wie  bei  unge- 
färbten Präparaten  überhaupt  dadm-ch,  dass  die  Objecte  wegen  ihres 
von  der  Einschlussflüssigkeit  abweichenden  Lichtbrechungsvermögens 
nach  Koch  „durch  Diffraction  der  durchgehenden  Lichtstrahlen 
ein  aus  Linien  und  Schatten  bestehendes  Bild,  das  Structurbild' 
liefern.  Man  beobachtet  in  diesen  Fällen  mit  Blenden,  wie  bei 
anderen  histologischen  Arbeiten,  bei  denen  man  das  Structurbild 


1)  Zur  weiteren  Orientirung  über  diese  Fragen: 
Naegeli:  Die  niederen  Pilze  in  ihren  Beziehungen  zu  den  Infectionskrank- 

heiten  und  der  Gesundheitspflege  1877; 
Naegeli  und  Buchner:  in  Naegeli's  Untersuchungen  üher  niedere  Pilze 

1882; 

Koch:  Zur  Aetiologie  des  Milzbrandes.    Mittheilung  aus  dem  Kaiserlichen 

Gesundheitsamt.    Bd.  1.    1881,  S.  49. 
Gaffky:  Experimentell  erzeugte  Septicaemie  mit  Rücksicht  auf  progressive 

Virulenz  und  accomodative  Züchtung,   ibid.  S.  80. 
Flügge:  Fermente  und  Mikroparasiten  1883  und  deutsche  med.  Wochenschrift 

1884,  No.  46. 
Zopf:  Die  Spaltpilze.    2.  Aufl.  1884. 

de  Bary:  Vergleichende  Moi-phologie  und  Biologie  der  Pilze  1884. 

Hueppe:  Fortschritte  der  Medicin  1883,  No.  6  und  1884,  Nr.  6.  (Kritik  der 
Ansichten  von  Zopf)  und  lieber  die  Zersetzungen  der  Milch  und  die  bio- 
logischen Grundlagen  der  Gährungsphysiologie.  Deutsche  med.  Wochen- 
schrift 1884.   No.  48—50. 
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beobacliten  will.^)  Keicht  das  diffuse  Tageslicht  nicht  aus  um  den 
stärkeren  Objectivsystemen  genügend  Licht  zuzuführen,  so  bedient 
man  sich  eines  Condensors,  der  nicht  das  Structurbild  auslöschen, 
sondern  das  ungenügende  Licht  verstärken  soll.  Für  diese  Art  der 
mikroskopischen  Beobachtung  dürfte  wohl  von  allen  Condensoren 
der  achromatische  Condensor  der  grösseren  englischen  Instrumente 
der  beste  sein. 

Die  Trockensysteme  reichen  für  die  meisten  Bakterien  nicht  aus, 
um  nur  annähernd  richtig  die  Form  zu  erkennen,  man  muss  desshalb 
schon  bei  dieser  Art  der  Untersuchung  Immer sions Systeme 
anwenden,  bei  denen  nach  Amici  die  Luftschicht  durch  ein  stärker 
brechendes  Medium  ersetzt  wird,  welches  den  Fehler  beim  Austritt 
der  Strahlen  aus  dem  Deckglase  möglichst  corrigirt.  Da  Deckglas  und 
Frontlinse  der  Objective  aus  Crownglas  bestehen,  so  corrigirt  Wasser 
wegen  zu  geringen  Brechungsexponenten  den  Fehler  nicht  ganz,  so 
dass  bei  den  Wasserimmersions-Systemen  Correctiousfassung  und 
besondere  Deckglasdicke  erforderlich  werden.  Die  Correction  wird 
aber  en-eicht,  wenn  die  Immersionsflüssigkeit  denselben  Brechungs- 
exponenten hat  wie  Crownglas.  Eine  solche  Flüssigkeit  stellt  nach 
Abbe  2)  ^eine  optisch  homogene  Verbindung  her  zwischen  dem  Prä- 
parat und  dem  Objectiv,  welche  alle  Brechung  der  Lichtstrahlen 
vor  der  ersten  kugelförmigen  Fläche  des  optischen  Systems  aufhebt." 

Hierdurch  wird  der  Lichtverlust  durch  Reflexion  an  Trennungs- 
flächen optisch  verschiedener  Medien  beseitigt  und  zugleich  „ein 
sehr  erheblicher  Betrag  von  sphärischer  Aberration  im  Entstehen 
unterdrückt.«  Ausserdem  kann  die  Correctiousfassung  wegfallen,  und 
die  Deckglasdicke  bedarf  keiner  so  sorgfältigen  Controle,  „denn  so- 

1)  Zur  weiteren  Orientirung  über  das  Mikroskop  und  die  mikroskopische 
Technik: 

Dippel:  Das  Mikroskop.    2.  Aufl.  I.  1882/83. 

Frey:  Das  Mikroskop  und  die  mikroskopische  Technik  1881,  7.  Aufl. 
Behrens:  Hilfsbuch  zur  Ausführung  mikroskopischer  Untersuchungen  1883. 
Strass burger:  Das  botanische  Practicum  1884. 
Priedländer:  Mikroskopische  Technik.    2.  Aufl.  1884. 
Fol:  Lehrbuch  der  vergl.  mikroskop.  Anatomie  1884. 

2)  Ueber  Stephenson's  System  der  homogenen  Immersion.  Sitzungs- 
berichte der  Jenaischen  Gesellschaft  f.  Med.  und  Naturw.  1879.    10.  Januar. 
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bald  (las  Zwischenmedium  in  Refraction  mid  Dispersion  dem  Deck- 
glase gleicliartig  ist,  wird  es  für  die  optische  Wirkung  gleichgiltig, 
ob  eine  dickere  Schicht  Glas  und  eine  entsprechend  dünnere  Schiclit 
der  Flüssigkeit,  oder  umgekehrt,  zwischen  Object  und  Linsensystem 
eingeschaltet  ist". 

In  diesem  Sinne  war  von  Amici  zur  Steigerung  des  Brechungs- 
exponenten Anisöl,  von  Spencer  Glycerin  verwendet  worden.  Neben 
der  Beseitigung  der  Deckglas  -  Correction  verlangte  Stephenson') 
zugleich  zur  Steigerung  des  Unterscheidungs-Vermögens  Vergrösse- 
rung  des  Oeffnungswinkels.  Diese  Verbindung  beider  Postulate  durch 
Stephen son,  ihre  Berechnung  durch  Abbe,  ihre  Construction 
durch  Z e i s s  und  die  Einführung  dieser  Systeme  für  homogene 
Immersion  durch  Koch^)  bezeichnen  für  die  mikroskopische  Seite 
der  Bakterienforschung  einen  neuen  Aufschwung. 3) 

Die  beste  Flüssigkeit  ist  das  ätherische  Cedernholz-Oel,  dessen 
Brechungsindex  dem  des  Crownglases  gleich  ist,  dessen  Dispersion  die- 
jenige des  Crownglases  nur  in  geringem  Grade  übertrifft.  In  be- 
stimmter Weise  eingedickt  bietet  es  die  meisten  optischen  Vortheile 
mit  bequemer  Handhabung.  Durch  Vermischung  anderer  stärker 
brechender  ätherischer  Oele,  Nelken-,  Fenchel-,  Anis-Oel,  mit  Oliven- 
oder Eicinus-Oel,  kann  man  Immersionsflüssigkeiten  erhalten,  welche 
der  mittleren  Lichtbrechung  des  Cedernöles  gleichkommen  oder  die- 
selbe in  bestimmtem  Grade  noch  übertreffen. 

In  Folge  der  Beseitigung  der  lästigen  Deckglascorrection,  welche 
aber  den,  durch  verschiedene  Tubusläuge  erreichten,  Einfluss  ver- 
schiedenen Bildabstandes  auf  die  Aberration  in  feiner  Weise  zu 
compensiren  gestattet,  sind  die  Objective  für  homogene  Im- 

1)  On  a  large-angled  immersion-objective.  Journal  of  tbe  R.  Mikroskop. 
Society.  1878.  p.  51. 

*)  Untersuchungen  üher  die  Aetiologie  der  Wundinfectionskrankheiten.  1878. 

8)  Neben  den  Systemen  für  homogene  Immersion  von  Zeiss  und  zum 
Theil  mit  ihnen  auf  gleicher  Höhe  stehen,  nach  meiner  Ansicht,  bis  jetzt  nur 
die  Systeme  von  Seibert  und  Winkel.  Die  schwächeren  Systeme  für  den 
gewöhnlichen  Gebrauch  werden  der  Nachfrage  entsprechend  auch  von  einigen 
anderen  Firmen  schon  ganz  brauchbar  geliefert.  Zu  warnen  ist  vor  den  abnorm 
billigen  Instrumenten,  deren  geringer  Preis  nur  durch  ungenügende  Objective 
erreicht  wird. 


Nachweis  der  Bakterien  im  ungefärbten  Zustande. 
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mersiou  immer  für  bestimmte  Tubuslänge  adjustirt. 
Es  ist  deshalb  zu  beachten,  dass  Verlängerung  des  Tubus  über  diese 
Normallänge  im  Sinne  der  sphärischen  Uebercorrection,  Verkürzung 
im  Sinne  der  Uutercorrection  wirkt. 

Bei  Benutzung  bringt  man  ein  Tröpfchen  Oel  auf  das  Deck- 
glas, schraubt  mit  dem  Triebe  zur  groben  Einstellung  oder,  bei 
Fehlen  desselben  durch  schraubende  Bewegung  des  Tubus  mit  der 
Hand  den  Tubus  soweit  herunter,  dass  die  Frontlinse  des  Objectivs 
das  Oel  berührt  und  das  Bild  eben  anfängt  sichtbar  zu  werden, 
worauf  die  feinere  Einstellung  mit  der  Mikrometerschraube  erfolgt. 
Andere  ziehen  es  vor  das  Oeltröpfchen  auf  die  Frontlinse  zu  brin- 
gen, noch  Andere  bringen  je  ein  entsprechend  kleineres  Tröpfchen 
Oel  auf  Deckglas  imd  Frontlinse.  Nach  dem  Gebrauche  wird  das 
Oel  mit  einem  feinen  Leinwandläppchen  (weniger  gut  mit  Fliess- 
papier) sorgfältig  abgetupft  imd  das  System  in  die  Kapsel  einge- 
schlossen. Soll  das  Deckgiaspräparat  aufbewahrt  werden,  so  wird 
das  Oel  vom  Deckgiase  durch  Fliesspapier  abgesaugt  und  der  Best 
event.  durch  Chloroform  oder  Benzin  entfernt. 

Nach  histologischer  Tradition,  welche  durch  den  früheren  Zu- 
stand der  Instrumente  bedingt  war,  soll  man  Steigerungen  der 
Vergrösserung  mehr  durch  Steigerung  der  Systeme  als  der  Oculare 
erstreben.  Nach  rein  physikalischen  Ermittelungen  hängt  aber  die 
Stärke  der  Oculare,  welche  ein  Objectiv  mit  Vortheil  verträgt,  vom 
Oeffnungswinkel  des  letzteren  ab.  Je  grösser  der  Oeflfuungswinkel, 
desto  stärker  kann  ceteris  paribus  das  Ocular  sein.  Unsere  besten 
homogenen  Systeme  entsprechen  diesem  Postulate  derart,  dass  man 
dieselben  durch  Anwendung  der  stärksten  Oculare  ausnutzen  kann. 

Bei  dieser  Art,  Bakterien  ohne  besondere  Präparation  zwischen 
Objectträger  und  Deckglas  zu  beobachten,  macht  sich  sofort  eine 
Unsicherheit  dadurch  bemerkbar,  dass  fast  alle  Bakterien  in  Be- 
wegung sind.  Zum  Theil  scheinen  es  spontane  Bewegungen  zu 
sein,  zum  Theil  einfache  Brown 'sehe  Molecularbewegung  wie 
bei  allen  in  Flüssigkeiten  suspendirten  feinsten  Partikeln.  Wegen 
der  Kleinheit  der  Objecto  erschweren  diese  Bewegungen  das  genaue 
Beobachten,  so  dass  man  schon  früh  darauf  verfiel  dieselben  aufzu- 
heben und  die  Gestalt  von  Mikroorganismen  zu  fixiren  durch  „Nar- 
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cotisiren"  i),  indem  man  mit  einer  Nadelspitze  eine  Spur  Opium, 
Weingeist  oder  verdünnter  alkoliolischer  Jodtinctur  zum  AVasser- 
tropfen  hinzusetzte. 

p]in  weiteres  Mittel,  besonders  um  die  kleinsten,  kugeligen, 
mit  körnigem  Gewebsdetritus  leicht  zu  verwechselnden  Bakterien 
schärfer  zu  erkennen,  ermittelte  v.  Recklinghausen«),  indem  er 
die  Bakterien  ausgezeichnet  fand  ,  durch  ihr  gleichmässiges  Korn 
und  durch  ihre  fast  vollständige  Unveränderlichkeit  in  Essigsäure, 
Glycerin,  selbst  Natronlauge". 

Baum  garten  3)  konnte  Tuberkelbacillen ,  welche  er  durch 
Färbungen  nach  den  damals  üblichen  Methoden  nicht  erkannte,  durch 
ihre  Eesistenz  gegen  sehr  verdünnte  Kalilauge  sichtbar  machen. 

Sowohl  zum  Fixiren  als  zum  Dilferenziren  besitzen  wir  jetzt  be- 
quemere Mittel.  Aber  es  würde  ganz  unrichtig  sein  desshalb  Bak- 
terien nicht  mehr  unfixirt  und  ungefärbt  zu  untersuchen.  Es  ist  im 
Gegentheil  durchaus  nöthig  die  Bakterien  unter  möglichst  natür- 
lichen Verhältnissen  zu  beobachten,  um  über  ihre  Bewegungen  Auf- 
schluss  zu  bekommen,  Sporenbildung  und  Sporenauskeimung  direct 
zu  verfolgen  und  die  Formen  nach  anderer  Behandlung  zu  con- 
trolliren. 

Hierzu  bedienen  wir  uns  aber  nicht  der  erst  geschilderten  Art 
der  Untersuchung,  sondern  der  feuchten  Kammern.  Hierzu 
kann  dienen  der 
hohle  Objecträ- 
ger  A,  B  in 
Fig.  6;  auf  ein 
Deckglas  (b)wird 
ein  flaches  Tröpf- 
chen, (c)  der  bak- 

terienhaltigen    j?  

Flüssigkeit  ge-  '  ' 
bracht,  das  Deckglas  schnell  umgekehrt  und  mit  dem  nach  unten 

1)  Perty,  Zur  Kenntniss  kleinster  Lebensformen  1852,  S.  13. 

2)  Verhandlungen  der  Physikal-Medicin.  Gesellschaft  in  Würzhurg.  N.  F. 
II.  Bd.,  Heft  4,  1872.    Sitzungshericht  S.  XII. 

8)  Centralblatt  f.  d.  med.  Wissenschaft  1882,  No.  15. 


Färbung  der  Bakterien.  ^  • 

hänjrenden  Tropfen  (c  in  Tig.  B)  über  die  Höhlung  (a)  gelegt  und 
durch  Vaselin,  Wachs,  Paraffin  oder  Balsam  umrandet,  um  den 
Tropfen  gegen  Verdunstung  zu  schützen. 

Eine  andere,  bessere  Form  stellt  Fig.  7  dar.  Auf  dem  Object- 
träger,  A  resp.  B,  ist  eine  Glasplatte  (b)  aufgekittet,  welche  einen 
kreisförmigen,  centralen  Ausschnitt  (c)  hat;  durch  Auflegen -des 
Deckgläschens  d  Fig.  7. 

über  diesen  Aus-   {       ^  ^ 

schnitt  entsteht 
eine  Kammer, 
welche  im  Ge- 
gensatze zu  dem 
fast  halbkugeli- 
gen Hohkaume 

von  Fig.  6,  von  e  e    ,6  6 

parallelen  Wän-   ».^.J^i  ^  '  -g  

den  begrenzt  ist.  ' 

Das  Tröpfchen  e  wird  in  gleicher  Weise  befestigt  und  hängt  ebenso 
in  den  Hohlraum  hinein.    Improvisiren  kann  man  sich  diese  Kam-, 
mer,  indem  man  statt  des  aufgekitteten  Glases  ein  Stück  entsprechend 
ausgeschnittene  dünne  Pappe,  angefeuchtet,  auf  einen  gewöhnlichen 
Objectträger  andrückt. 

Zur  directen  Beobachtung  bei  höherer  Temperatur  dient  einer 
der  gebräuchlichen  heizbaren  Objecttische. 

Färbung  der  Bakterien. 

Die  ungefärbten  Bakterien  werden  beobachtet  unter  Anwendung 
von  Blenden,  um  das  Structurbild  deutlich  zu  erhalten.  Sind  aber 
in  einem  durch  sein  Structurbild  kenntlich  gemachten  Gewebe  oder 
ähnlichem  grösseren  Objecte  kleine  Partikel  z.  B.  von  der  Grösse  von 
Bakterien  eingelagert,  so  werden  diese  Partikel  durch  die  Schatten 
des  Structurbildes  verdeckt.  Sind  diese  Partikel  gefärbt,  so  werden 
sie  trotz  der  Schatten  bei  einer  gewissen  Grösse  in  Folge  ihrer  Fär- 
bung noch  sichtbar  bleiben.  Unter  einer  gewissen  Grösse  werden 
sie  aber  schüesslich  trotz  der  Färbung  durch  die  Schatten  des 
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Stnicturbildes  verdeckt.  Es  gilt  deshalb  die  Bakterien  zu  färben 
und  die  Beleuchtung  so  einzurichten,  dass  das  Structurbild  nicht 
mehr  stört,  sondern  das  Farbenbild  möglichst  rein,  isolirt,  zur  Be- 
obachtung kommt. 

Diese  Isolirung  des  Farbenbildes  erreichte  Koch  1.  c. 
indem  er  die  Blenden  entfernte.  Dadurch  wurde  ein  schwaches 
Structurbild  schon  so  aufgehoben,  dass  das  Farbenbild  selbst  klein- 
ster Partikel  deutlich  wurde.  Bei  stärkeren  Structurbildern  erreichte 
er  das  aber  erst  als  er  unter  Entfernung  der  Blenden  einen  Con- 
densor  anwandte,  welcher  einen  so  intensiven  Lichtkegel  auf  das 
Object  warf,  „dass  die  Diffractionserscheinungen  gänzlich  zum  Ver- 
schwinden gebracht"  wurden. 

Bei  solcher  Beleuchtung,  bei  der  „das  Präparat  in  allen  Rich- 
tungen gleichzeitig  von  einfallenden  Strahlen  durchsetzt"  wird,  „blei- 
ben im  Bilde  allein  diejenigen  Elemente  sichtbar,  die  in  Folge  von 
Tinction  absorbirend  wirken".  Weiter  gewinnt  hierdurch  noch  Abbe 
die  Beobachtung,  „obwohl  die  Beleuchtung  dem  Namen  nach  central 
bleibt,  die  wesentlichen  Vortheile  der  schiefen  Beleuchtung  durch 
■'die  Mitwirkung  von  Strahlen  in  grosser  Neigung  gegen  die  Axe  des 
Mikroskops. " 

Wegen  dieses  Mitwirkens  der  schiefen  Beleuchtung  bei  isolirtem 
Farbenbilde  und  zur  vollen  Entwickelung  des  hierzu  erforderlichen 
Unterscheidungsvermögens  der  Objective  für  homogene  Immersion, 
welches  nach  Stephenson  durch  den  grossen  Oeffnungswinkel  der 
Objective  erreicht  wird,  muss  der  Beleuchtungsapparat  einen  Strahlen- 
kegel von  mindestens  gleicher  Appertur  liefern.  Dies  wird  in  einer 
allen  Anforderungen  entsprechenden  Weise  bis  jetzt  nur  durch  den 
Abbe'schen  Beleuchtungs  -  Apparat  erreicht.  Um  das 
Structurbild  trotz  dieses  Condensors  benutzen  zu  können  ist  eine 
Vorrichtung  zum  Einschalten  von  Blenden  angebracht,  die  man  in 
verschiedener  Grösse  vorräthig  halten  muss. 

Zur  B akter ienforschung  gehört  neben  den  Systemen 
für  homogene  Immersion  ein  Abbe 'scher  Beleuchtungs- 
Apparat.  Hin  und  wieder  kann  es  selbst  nothweudig  werden  zwi- 
schen Beleuchtungs-Apparat  und  unterer  Seite  des  Objectträgers  einen 
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Tropfen  Wasser  oder  Immersionsflüssigkeit  einzuschalten,  so  dass 
imten  imd  oben  continuirliche  Verbindung  hergestellt  ist.  Dies  sind 
dann  Immersions-Condensoren,  deren  man  sich  schon  früher 
bediente,  ehe  der  Abbe 'sehe  Apparat  construirt  war. 


Allgemeine  JPrincipien  der  Färbung. 

Seit  Hartig  (1854)  imd  Gerlach  (1858)  durch  systematische 
Anwendung  des  Carmins  in  der  histologischen  Technik  gezeigt  haben, 
dass  durch  Anwendung  von  Farben  bestimmte  Bestandtheile  von 
Geweben  deutlicher  erkannt  imd  von  anderen  Bestandtheilen  diffe- 
renzirt  werden  können,  betrachtet  man  dieFärbungenalsAequi- 
valent  chemischer  Reactionen.  Weigert^)  gelang  es  zu- 
erst Kokken -Zoogloea  durch  Anwendimg  von  kern  färbendem, 
ammoniakalischem  C  arm  in  und  Nachbehandlung  mit  Salzsäure- 
Glycerin  neben  den  Kernen  zu  färben.  Die  Färbung  war  zwar  zu- 
erst von  Weigert  als  Färbung  der  Zwischensubstanz  aufgefasst 
worden,  was  von  ihm  später  berichtigt  wurde,  aber  es  war  hiermit 
der  Weg  gezeigt,  die-Bakterien  nicht  nur  negativ,  durch  ihre  grös- 
sere Resistenz  gegen  Säuren  und  Alkalien,  zur  Anschauung  zu 
bringen.  Im  folgenden  Jahre  gelang  es  Eberth  und  Wagner 
Kokken,  nicht  aber  Bacillen,  mit  Hämatoxylin  zu  färben.  Dann  er- 
mittelte Weigert 2),  dass  sich  Kokken,  besonders  in  Zoogloea, 
durch  verschiedene  Kernfärbemittel  färben  Hessen ;  zu  diesem  Zwecke 
benutzte  er  damals  zuerst  eine  kernfärbende  Anilinfarbe,  das 
Methyl- Violett.  Durch  Nachbehandlung  der  mit  Hämatoxylin  ge- 
färbten Präparate,  in  denen  Kokken  und  Kerne  blau  gefärbt  waren, 
mit  verdünnter  Kalilauge  und  starker  Essigsäure  gelang  Weigert 
zuerst  eine  isolirte  Färbung  der  Kokken.  Weiter  beobachtete 
Weigert, 3)  dass  grössere  Bacillen,  welche  durch  Hämatoxylin  nicht 

ij  Ueber  Bakterien  in  der  Pockenhaut.  Centralblatt  f.  d.  med.  Wissen- 
schaft 1871,  No.  49. 

1 

2)  Sitzung  der  Schlesischen  Gesellschaft  für  vaterliindischo  Cultur,  vom 
10.  December  1875. 

8)  Barl.  klin.  Wochenschrift  1877,  No.  18/19,  und  Bericht  über  die  Mün- 
chener Naturforscherversammlung  1877,  S.  283. 
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geförbt  wurden,  durch  gewisse  Anilinfarben  kenntlich  gemacht  wer- 
den konnten.  Bald  darauf  fand  Koeh,i)  dass  die  Bakterien  die 
xinilinfarben  mit  einer  solchen  Sicherheit  so  sclinell  und  so  reichlich 
aufnehmen,  „dass  man  diese  Farben  als  Keagens  zur  Unterscheidung 
der  Bakterien  von  krystallinischen  und  amorphen  Niederschlägen 
auch  von  feinsten  Fetttröpfchen  und  anderen  kleinsten  Körpern 
benutzen  kann.«  Die  isolirte  Färbung  der  Bakterien  gelang  Koch 2) 
durch  Auswaschen  der  Schnitte  mit  kohlensaurem  Kali,  wobei  sich 
alle  Bestandtheile  ausser  den  Bakterien  entfärbten.  Schliesslich 
gelang  es  Weigert»)  Doppelfärbungen  zu  erzielen,  indem  er 
die  mit  blauen  Anilinfarben  behandelten  Präparate  mit  kernfärben- 
dem Pikrocarmin  nachbehandelte,  wodurch  die  Bakterien  blau  und 
die  Kerne  roth  erschienen,  und  Koch^)  gelang  es,  eine  bestimmte 
Bakterienart  anders  zu  färben  als  die  Kerne  und  die  übrigen  gleich- 
zeitig vorhandenen  Bakterien. 

Welche  Farben  soll  man  zur  Bakterienfärbung 
wählen?  Weigert's  Beobachtung,  dass  sich  die  Kokken,  nicht 
aber  die  Bacillen,  in  Carmin  färben,  die  ähnliche  Beobachtung  von 
Eberth  und  Wagner  über  das  HämatöXylin,  schienen  nach 
Weigert  zuerst  durchgreifende  chemische  Differenzen  zwischen  den 
einzelnen  Formgruppen  von  Cohn  anzudeuten.  Auch  Safranin,  eines 
der  besten  Mittel  zum  Studium  der  Kerne,  ist  für  Kokken  besser  als 
für  die  übrigen  Bakterien  verwerthbar.  Weiter  ermittelte  Ober- 
meyer^),  dass  die  Spirillen  gegen  Säuren  und  Alkalien  weniger 
resistent  sind  als  die  übrigen  Bakterien.  Aber  diese  Differenzen 
sind  keine  durchgreifenden,  da  es  Kokken  und  Bacillen  gibt,  welche 
Alkalien  und  Säuren  gegenüber  weniger  resistent  sind  als  andere, 
da  es  Bacillen  gibt,  welche  sich  mit  Hämatoxylin  eben  so  gut  oder 
eben  so  schlecht  färben  wie  Kokken.  Dagegen  haben  sich  sowohl  für 

1)  Verfahren  zur  Untersuchung,  zum  Conserviren  und  Photographiren  der 
Bakterien.    Beiträge  zur  Biologie  der  Pflanzen,  Bd.  IL,  3.  Heft  1877,  S.  399. 

2)  Wundinfectionskrankheitcn  1878,  S.  39. 

3)  Zur  Technik  der  mikroskopischen  Baktcrienuntersuchungen.  Virchow's 
Archiv  1881,  Bd.  84,  S.  275. 

4)  Berliner  klin.  Wochenschrift  1882,  No.  15. 

5)  Berl.  kUn.  Wochenschrift  1873,  S.  391. 
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das  Deckglas-Trockenpräparat  als  für  die  Schnitte  die  basischen 
Anilinfarben  als  unter  allen  Umständen  brauchbare  Farben  er- 
wiesen, so  dass  wir  dieselben  in  erster  Linie  zur  Bakterienfärbung 
verwerthen  und  andere  Farben  vorwiegend  zu  secundären  Zwecken 
anwenden. 

Ehrlich^)  unternahm  es  dann,  zum  Theil  in  Verbindung  mit 
seinen  Schülern  Schwarze  und  Westphal,^)  die  Farben  der 
mikroskopischen  Technik  zu  klassificiren.  Der  Ausgangspunkt  dieser 
farben-theoretischen  Studien  ist  die  Beobachtung,  dass  die  verschie- 
denen Bestandtheile  der  Gewebe  und  Zellen  die  Fähigkeit  besitzen, 
bestimmte  Farben  allein  aufzunehmen  oder  mit  grösserer  Hartnäckig- 
keit festzuhalten  als  andere  Gewebselemente.  Diese  ,Election", 
diese  Verwandtschaft  der  Farben  zu  gewissen  Elementen  verleiht  den 
Färbungen  den  Werth  chemischer  Keactionen  oder,  wie  es  rich- 
tiger heissen  sollte,  zeigt  in  Ermangelung  chemisch  präcise  definir- 
barer  Keactionen  dem  Auge  das  Vorhandensein  von  sonst  nicht  oder 
schwer  wahrnehmbaren  Differenzen  an.  Manche  Farben  färben  zunächst 
viele  Bestandtheile  eines  Gewebes  ganz  diffus,  so  dass  Einzelheiten 
nicht  genügend  zu  erkennen  sind.  Lässt  man  dann  gewisse  Extractions- 
mittel  der  Farben  einwirken,  so  entziehen  diese  einzelnen  Elementen 
die  Farbe  wieder,  während  andere  Elemente  trotzdem  die  Farbe 
hartnäckig  festhalten.  In  diesen  Fällen  wird  die  Möglichkeit  „ge- 
wisse Elemente  ad  maximiun  zu  färben,  alles  Andere  aber  möglichst 
ungefärbt  zu  lassen"  erst  durch  einen  Umweg  erreicht.  Ehrlich 
nannte  diese  von  Friedländer^)  bei  anderer  Gelegenheit  zuerst 
angewandte  Methode  das  „Princip  der  maximalen  Ent- 
färbung». 

Histologisch  muss  man  an  jedem  Farbstoffe  zwei  Eigenschaften 
auseinanderhalten:  1.  die  Election,  die  Verwandtschaft  zu  gewissen 
Elementen  und  2.  die  tinctoriale  Kraft. 

>)  Zeitschrift  für  klin.  Medicin,  Bd.  I.  1880,  S.  553  und  kleinere  gelegent- 
liche Mittheilungen. 

Schwarze:  Ueher  eosinophile  Zellen.   Dissert.   Berlin  1880. 

Westphal:  lieber  Mastzellen.   Dissert.    Berlin  1880. 

2)  Studien  über  automatische  Herzbewegung;  in:  Untersuchungen  aus  dem 
physiologischen  Institut  zu  "Würzburg,  L,  1867. 
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In  Bezug  auf  die  Election  thoilt  Ehrlich  die  Anilinfarben 
in  zwei  Gruppen:  a)  die  sauren,  b)  die  basischen  Anilin- 
farben, je  nachdem  das  färbende  Principe  die  Säure  oder  die  Farb- 
base ist;  in  diesem  histologischen  Sinne  ist  es  gleichgültig,  ob  die 
Säure  als  freie  Säure  oder  als  Salz  und  ebenso  ob  die  Base  als 
solche  oder  als  Salz  zur  Anwendung  kommt. 

Die  sauren  Anilinfarben  zeifallen  in  4  Klassen: 

1.  Fluorescine,  z.  B.  Fluorescin,  Eosin; 

2.  Nitrokörper,  wie  Martiusgelb,  Pikrinsäure,  Aurantia; 

3.  Sulfosäure,  wie  Tropaeolin; 

4.  primäre  Farbsäuren:  Rosolsäure,  Alizarin,  Purpurin. 
Von  den  basischen  Anilinfarben  finden  am  meisten  Anwendun«^ 

Fuchsin  (salzsaures  ßosanilin),  Methylviolett  (salzsaures  Trimethyl- 
rosanilin),  Gentianaviolett,  Methylenblau,  Vesuvin;  seltener  Methyl- 
grün, Cyanin,  Safranin,  Magdala,  Dahlia.  Von  denselben  haben 
besonders  die  violetten  (Methylviolett,  Gentianaviolett,  Jodviolett, 
Dahlia)  die  bisweilen  zu  Doppelfärbungen  verwerthbare  Fähigkeit 
metachromatischer  Färbung,  d.  h.  sie  tingiren  gewisse  Elemente  in 
einer  von  der  Grundfarbe  abweichenden  Farbennuance.  Methylviolett 
z.  B.  färbt  die  amyloide  Substanz  nicht  violett  wie  die  Bakterien 
und  Kerne,  sondern  roth;  Methylgrün  färbt  die  Kerne  grün,  die 
amyloide  Substanz  violett. 

Die  Körper  der  ersten  Geuppe  zeigen  sämmtlich  dieselben  elec- 
tiven  Eigenschaften,  d.  h.  sie  wirken  als  Farbsäuren  und  tingiren 
alle  diesen  zugängliche  Elemente,  aber  in  verschiedenem  Grade. 
Ebenso  zeigen  die  basischen  Anilinfarben  dieselben  electiven  Eigen- 
schaften, indem  sie  die  den  basischen  Farben  zugänglichen  Elemente 
färben;  aber  auch  bei  ihnen  ist  die  Intensität  der  Färbung  eine 
diff'erente.  Diese  Intensität  der  Färbung  wird  bedingt  durch  die 
tinctoriale  Kraft  und  diese  beruht  wesentlich  darauf,  dass  die  ver- 
schiedenen Farbstoife  der  einzelnen  Gruppen  Extractionsmitteln  gegen- 
über, wie  Alkohol,  Essigsäure,  Glyceiin,  in  verschiedenem  Grade  von 
den  Gewebs-  resp.  Zellelementen  zurückgehalten  werden.  So  wird 
z.  B.  Methylgrün  durch  Alkohol  den  Präparaten  schon  in  kurzer  Zeit 
vollständig  entzogen,  während  Vesuvin  fast  ganz  im  Präparate  bleibt. 
In  Bezug  auf  diese  tinctoriale  Kraft  lassen  sich  die  basischen  Anilin- 
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färben  derart  etwa  ordnen,  dass  Vesuvin,  Bismarckbraun,  Anilinbraun 
theoretisch  die  höchste  Stufe  einnehmen,  weil  diese  Farben  selbst 
durch  Glycerin  nicht  extrahirt  werden  und  sich  diese  Färbungen 
gleichzeitig  zur  Photographie  eignen.  Darauf  folgen  in  absteigen- 
der Linie,  aber  wegen  der  den  Meisten  angenehmeren  gesättigten 
Farben  dem  Braun  meist  vorgezogen,  Fuchsin,  Methylviolett,  Geu- 
tianaviolett,  Methylenblau ;  die  übrigen  Farben  haben  bis  jetzt  noch 
keine  so  universelle  Verwendung  gefunden.  Diese  Skala  hat  jedoch, 
wie  ich  zur  Vermeidung  von  Missverständnissen  bemerken  will,  nur 
eine  bedingte  Gültigkeit  und  in  bestimmten  Lösungsmitteln  und  zu 
bestimmter  Nachbehandlung  zieht  man  bestimmte  Farben  vor,  wie 
später  noch  specieller  angegeben  wird.  Ebenso  ist  nicht  ausge- 
schlossen, dass  sich  unter  den  übrigen  Farben  vielleicht  noch  die 
eine  oder  andere  eine  grössere  Beliebtheit  erringen  kann. 

Die  basischen  Anilinfarben  sind  löslich  in  Wasser  und  die  mei- 
sten in  einem  öden  sämmtlichen  Extractionsmitteln.  Bei  Anwendung 
chswacher  wässriger  Lösungen  färbt  sich  zuerst  die  Intercellular- 
substanz  und  der  Zellleib,  während  die  Kerne  ungefärbt  bleiben. 
Durch  Nachbehandlung  mit  Alkohol,  Glycerin  oder  Essigsäure  tritt 
eine  „Inversion  der  Färbung"  ein,  indem  die  vorher  gefärbten  Ele- 
mente farblos  werden,  während  die  vorher  farblosen  Kerne  gefärbt 
erscheinen.  Bei  Anwendung  stärkerer  Lösungen  erfolgt  die  Färbung, 
ohne  Deutlichwerden  dieser  Inversion,  direct  und  schnell  und  im 
Allgemeinen  um  so  intensiver  je  concentrirter  die  Lösung  ist,  und 
bei  ganz  concentrirten  wässrigen  Lösungen  kann  selbst  eine  Ueber- 
färbimg  eintreten,  welche  bei  Schnittpräparaten  durch  nachträgliche 
Extraction  auf  das  richtige  Maass  zu  reduciren  ist.  Nur  Methylen- 
blau überfärbt  nach  Ehrlich i)auch  nach  langer  Einwirkung  nicht, 
ist  also  anzuwenden,  wenn  aus  besonderen  Gründen  keine  Extractions- 
mittel  Anwendung  finden  sollen.  Löst  man  die  Farben  in  den 
Extractionsmitteln,  absolutem  Alkohol,  Eisessig,  dickem  Glycerin 
auf,  so  färben  sie  wenig  oder  gar  nicht. 

Statt  durch  wässrige  Lösungen  überfärbte  Präparate  durch  nach- 
trägliche Extraction  auf  das  richtige  Maass  der  Färbung  zurück- 

1)  Zeitschrift  f.  klin.  Med.,  Bd.  II.  1881,  S.  710. 
Uneppc,  Itiikterien-Forschung.  • 
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zufüliren,  kann  man  für  viele  Fälle  von  vornherein  zur  Lösung  der 
Farbe  eine  Mischung  von  Wasser  mit  Alkohol  (Herrmann)  oder 
Glycerin  (Schäfer)  oder  Essigsäure  (Ehrlich)  anwenden. 

Herstellung  der  Farhlösungen. 

Die  basischen  Anilinfarben  finden  in  folgender  Weise  An- 
wendung: 

1.  Concentrirte  wässrige  Lögunge-n.  Dieselben  werden  ent- 
weder direct  benutzt  oder  in  beliebigem  Grade  mit  destillirtem 
Wasser  verdünnt.  Die  Lösungen  werden  mit  ausgekochtem  destil- 
lirtem Wasser  bereitet  derart,  dass  noch  ein  Ueberschuss  an 
Farbstoff  ungelöst  bleibt.  Diese  Lösungen  müssen  öfters  filtrirt 
werden.  Von  diesen  wässrigeu  Lösungen  ist  kein  grösserer  Yor- 
rath  anzulegen. 

2.  Concentrirte  alkoholische  Lösungen.  Die  Lösung  eines 
Ueberschusses  von  Farbstoff  erfolgt  am  besten  mit  absolutem 
Alkohol  oder  in  Ermangelung  desselben  mit  dem  officinellen> 
90  ^  igen  Spiritus  der  Pharmacopoe.  Im  Allgemeinen  kann  man 
ca.  20  bis  25  gr  Farbstoff  auf  100  gr  Spiritus  oder  Alkohol 
rechnen.  Diese  Lösungen  werden  vorräthig  gehalten  und  dienen 
nicht  direct,  sondern  in  bestimmter  Mischung  mit  destillirtem 
Wasser  zur  Färbung.  Statt  der  concentrirten  wässrigen  Lösungen 
kann  man  sie  verwenden,  wenn  man  5  bis  6  Tropfen  zu  einem 
kleinen  Uhrglase  mit  destillirtem  Wasser  gibt ;  diese  Mischung  be- 
zeichne ich  im  Folgenden  kurz  als  verdünnte  alkoholische  Lösung. 

3.  Vesuvin,  Bismarckbraun,  Anilinbraun  können  nicht  in  alkoholi- 
schen Lösungen  verwandt  werden.  Können  sie  nicht  in  wäss- 
rigen, jedesmal  zu  filtrirenden  Lösungen  angewandt  werden,  so 
wird  eine  concentrirte  Lösung  in  gleichen  Theileu  Glyce- 
rin und  Wasser^)  hergestellt. 


1)  Koch:  Verfahren  zur  Untersuchung.  Beiträge  zür  Biologie  der  Pflan- 
zen 1877,  Bd.  IL,  3.  Heft,  S.  406. 
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4.  Alkalische  Lösungen: 

a)  schwache  von  Koch^): 

1  ccm  concentrirte  alkoholische  Lösung  von  Methylenblau ; 
200  ccm  (lest.  Wasser, 
0,2ccra  einer  10  ^  igen  Kalilauge; 

b)  starke  von  Löffler^): 

30  ccm  concentrirte  alkolholische  Lösung  von  Methylenblau, 
100  ccm  Kalilauge  1 :  10000. 

5.  Anilin  Wasser  nach  Ehrlich  3).    Gereinigtes  Anilinöl  wird 
in  Ueberschuss  mit  destillirtem  Wasser  geschüttelt,  ca.  ^2 

1  Minute  (ca.  5  ccm  Anilinöl  mit  100  ccm  Wasser),  dann  nach 
etwa  5  Minuten  langem  Stehen  durch  ein  vorher  mit  destillirtem 
Wasser  angefeuchtetes  Filter  filtrirt.  Das  Filtrat  rauss  wasser- 
klar sein  und  dient  statt  Wasser  als  Menstruum.  Da  dieses  ge- 
sättigte Anilinwasser  sehr  schnell  herzustellen  ist,  bereitet  man 
sich  dasselbe  am  besten  jedes  Mal  fi-isch.  Will  man  es  haltbar 
machen,  so  setzt  man  demselben  nach  B.  Frankel  5  bis  10^ 
Alkohol  zu  oder  löst  3  ccm  Anilinöl  in  7  cm  Alkohol  und  fügt 
90  ccm  destillirtes  Wasser  hinzu.  Als  Farben  haben  sich  für  dieses 
Menstruum  am  besten  bewährt  Fuchsin,  Methylviolett  und 
Gentianaviolett. 

Für  die  meisten  Fälle  ist  es  am  bequemsten,  wenn  man  nach 
■Ehrlich  dem  klaren  Anilinwasser  ,von  einer  gesättigten  alko- 
holischen Fuchsin-  oder  Methylviolettlösung  so  lange  hinzufügt, 
bis  eine  deutliche  Opalescenz  der  Flüssigkeit  eintritt,  die  die 
Sättigung  mit  Farbestoff  anzeigt." 

Für  bestimmte  Zwecke  empfiehlt  sich  bei  häufiger  Anwendung 
folgende  Modification  der  Ehrlich' sehen  Lösung  nach  Wei- 
gert-Koch*),  welche  aber  nach  10  bis  12  Tagen  erneuert 
werden  muss,  weil  allmählich  ihr  Färbevermögen  abnimmt : 

1)  Bcrl.  klin.  Wochenschrift  1882,  No.  15;  Mittheilungen  aus  dem  Ge- 
sundheitsamte 18S4,  Bd.  II.,  S.  5. 

2)  Mittheilungen  1884,  Bd.  IL,  S.  439. 

8)  Deutsche  med.  Wochenschrift  1882,  No.  19. 

*)  Mittheilungen  aus  dem  Kaiserlichen  Gesundheitsamt,  Bd.  II.  1884,  S.  6. 

3* 
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100  ccm  gesättigtes  Anilinwasser, 

11  ccm  concentrirte  alkoholische  Lösung  von  Methyl- 
violett oder  Fuchsin, 
10  ccm  absoluter  Alkohol. 

6.  Statt  Anilin  kann  als  Menstruum  dienen  Toluidin,  in  derselben 
Weise  hergestellt  (B.  Frankel^),  ebenso  Terpentin  (Prior^); 
ferner  5  ^  ige  wässrige  Carbolsäure  (ZiehP)  oder  V2  ^  ig^^ 
Ammoniak  (Weigert'').  [Liq.  ammon.  caust.  0,5;  aq.  dest.  90; 
Alkohol  absol.  10;  Gentianaviolett  2.] 

Für  Doppelfärbungen  können  noch  in  Frage  kommen  kem- 
färbende  Carmine  und  Hämatoxylin^),  ersteres  für  blau  oder  violett, 
letzteres  für  roth  gefärbte  Bakterien. 

Statt  eines  der  gewöhnlichen  kernfärbenden  Carmine  kann  man 
für  blau  gefärbte  Bakterienpräparate  Pikrocarmin  benutzen,  welches 
die  Kerne  intensiv,  die  fibrilläre  Substanz  des  Bindegewebes  schwach 
roth  und  die  protoplasmatischen  Substanzen  mehr  oder  wenig  gelb 
färbt,  so  dass  eine  dreifache  Färbung  resultirt. 

Hämatoxylin  verwendet  man  am  besten  in  folgender  Form: 


Hämatoxylin   2,0 

Alkohol   100,0 

Aq.  dest   100,0 

Glycerin   100,0 

Alaun   2,0 


Dieses  Hämatoxylin  färbt  Kokken  und  manche  Bacillen  und  gleich- 
zeitig auch  deren  Zwischensubstanz,  Zoogloea.  Die  Färbung  der 
Bakterien  ist  schwächer  als  die  durch  blaue  oder  violette  basische 
Anilinfarben,  welche  dagegen  die  Zoogloea  nicht  färben. 

Um  dreifache  Färbungen  zu  erhalten,  nachdem  die  Bakterien 
durch  Fuchsin  roth  gefärbt  sind,  empfiehlt  es  sich,  nach  der  blauen 
Kernfärbung  mit  Hämatoxylin  die  protoplasmatischen  Substanzen  noch 

1)  Berl.  klin.  Wochenschrift  1884,  No.  13. 

2)  Berl.  klin.  Wochenschrift  1883,  No.  33. 

8)  Deutsche  med.  Wochenschrift  188-2,  S.  451.  1883,  S.  12  und  247. 

4)  Deutsche  med.  Wochenschrift  1883,  S.  351. 

6)  cfr.  die  citirten  Handbücher,  besonders  Friedländer. 
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nachzufärben  mit  gesättigter  Lösung  von  Pikrinsäure  oder  mit  Eosin ; 
das  rosarotli  färbende  Eosin  kann  man  der  obigen  Hämatoxylinlösung 
gleich  in  0,55^iger  Stärke  zusetzen.  (Bei  Pikrinsäure  muss  zur  Erhal- 
tung des  gelben  Tones  Pikrinalkohol  und  Dammarharz  angewendet 
werden.) 

Andere  Jßeagentien  und  Utensilien. 

Von  anderen  Lösungen  kommt  öfters  in  Frage: 

a)  Jod   1,0 

Jodkalium   2,0 

Dest.  Wasser   300,0 

b)  Bei  Anwendung  der  basischen  Anilinfarben  ist  eine  Ent- 
fettung selten  nöthig.  Soll  eine  Entfettung  vorausgehen,  so  wer- 
den die  Schnitte  erst  in  absolutem  Alkohol  entwässert  (5  bis 
10  Minuten),  dann  werden  die  Schnitte  in  ein  ührschälchen  mit 
Aether  und  Chloroform  einige  Minuten  übertragen,  darauf  wieder  in 
Alkohol  und  nun  nach  Aufhellen  in  Essigsäure  zur  Auflösung  der 
durch  coagulirtes  Eiweiss  veranlassten  Trübung  direct  untersucht, 
oder  erst  in  die  Farblösung  gebracht. 

c)  Salpetersäm-e  wird  gebraucht  in  der  Verdünnung  von  1  Vo- 
lumen officineller  Salpetersäure  zu  3  bis  4  Volumen  Wasser. 

d)  Zum  etwaigen  Entkalken  dient  folgende  öfters  zu  wechselnde 
Flüssigkeit  nach  von  Ebner: 


Salzsäure   0,5 

Alkohol   100 

Ap.  dest   20 

Chlornatrium   0,5 


e)  Essigsäure  dient  in  V2  bis  1  ^  iger  Lösung  zur  Erziel  ung  der 
maximalen  Entfärbung  und  zum  Aufsuchen  ungefärbter  Bakterien. 

f )  Chromsäure  findet  Verwendung  in  V2  ^  iger  Lösung  oder  als 


Müll  er 'sehe  Lösung: 

Kali  bichrom   2,0 

Natron  sulf.   1,0 

Aq.  dest   100,0 
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g)  Kalium  und  Natriumhydrat  werden  verwendet  in  1  bis 
3  %  iger  Laug(^  zum  Sichtbarmachen  ungefärbter  Bakterien  oder  indem 
man  1  bis  2  Tropfen  der  sonst  in  der  Histologie  viel  gebraucliten 
33^  igen  Kali-  oder  Natronlauge  zu  einem  Uhrschälchen  Wasser 
giebt. 

h)  Glycerin  und  Alkohol  sind  immer  in  reinstem,  völlig  säure- 
freiem Material  zu  verwenden. 

i)  Destillirtes  Wasser,  welches  zu  bakteriologischen  Ar- 
beiten dient,  ist  immer  vorher  durch  stundenlanges  Kochen  oder  in 
einem  der  Sterilisii-ungsapparate  zu  sterilisiren,  da  das  gewöhnliche 
destillirte  Wasser  immer  Bakterien  und  deren  Keime  enthält.  Alle 
zur  Bakteriologie  dienenden  Lösungen  sind  mit  sterilisirtem,  destil- 
lirtem  Wasser  anzusetzen  und  alle  Lösungen  und  Reagentien  vor 
ihrer  Anwendung  auf  etwaigen  Gehalt  an  Bakterien  zu  prüfen. 

Zimi  Aufbewahren  der  Lösungen  dienen  Flaschen  mit  einge- 
schliftenen  Stöpseln  und  für  den  Tagesbedarf  sehr  bequem  kleine 
Glasflaschen,  deren  eingeschliffener  hohler  Stöpsel  oben  mit  Gummi- 
kappe versehen  ist  und  unten  in  eine  Capilare  ausläuft,  welche  gestat- 
tet, beliebig  grosse  und  beliebig  viele  Tropfen  sauber  zu  entnehmen. 

Zum  Conserviren  von  Bakterienpräparaten  kann 
Glycerin  nur  bei  den  braunen  Farben  dienen,  weil  es  die  übrigen 
Anilinfarben  mehr  oder  weniger  schnell  extrahirt;  für  die  braune 
Farbe  kann  man  die  Klebs'sche  Glycerin-Gelatine  anwenden. 

Von  concentrirten  Lösungen  von  essigsaurem  Kali  (1 : 2)  kann 
man  zum  Conservii*en  gefärbter  und  ungefärbter  Bakterienpräparate 
oft  vortheilhaft  Gebrauch  machen. 

Das  universellste  hierher  gehörige  Conservirungsmittel  ist  der 
Canadabalsam,  den  man  sich  am  bequemsten  in  durch  Terpentin 
flüssigem  Zustände  in  Tuben  hält.  Zum  Verdünnen  des  Canada- 
balsam kann  nur  Terpentin  oder  Xylol  dienen,  weil  Chloroform  die 
basischen  Anilinfarben  extrahirt.  Aus  demselben  Grunde  hat  man 
sich  davor  zu  hüten  den  Balsam  zu  erwärmen. 

Zum  Aufhellen  ist  wegen  desselben  Umstandes  das  beliebte 
Nelkenöl  nicht  zu  verwenden,  sondern  statt  desselben  Terpentinöl, 
Cedernholzöl  oder  Bergamottöl. 


.    Färbung  der  Bakterien.  oJ 

An  Utensilieu  bedarf  man  ausser  guten  Objectträgern  und 
Deckgläschen  Uhrgliiser,  gewöhnliche  und  mit  plangeschliflenem 
Boden,  Porzellanschälchen. 

Crystallisationsschalen  verschiedener  Grösse,  am  besten  zwei 
Grössen,  von  denen  die  grössere  gleichzeitig  als  Deckel  für  die  kleinere 
Nummer  verwerthet  werden  kann. 

Bechergläser  verschiedener  Grösse,  Kolben,  Reagirgläser,  Trichter, 
Spritzflaschen,  Maasscylinder,  Pipetten. 

Eine  Platte  von  schwarzem  Glase  oder  Porzellan  als  Unterlage 
für  weisse  und  ungefärbte  Objecte;  eine  Platte  von  Milchglas  oder 
weissem  Porzellan  als  Unterlage  für  gefärbte  Objecte. 

Glasröhren,  von  denen  einige  an  einem  Ende  zur  Capillare  aus- 
gezogen sind. 

Glasstäbe:  In  einige  Glasstäbe  von  10  bis  15  cm  Länge  werden 
an  einem  Ende  unter  Erwärmen  in  der  Flamme  3  bis  5  cm  lange 
Stückchen  Platindraht  verschiedener  Stärke  eingeschmolzen,  indem 
man  das  eine  glühend  gemachte  Ende  etwa  Va  1  cm  tief  in  das 
erwärmte  zähflüssige  Ende  des  Glasstabes  einstösst.  Diesen  Platin- 
draht lässt  man  bald  gerade,  bald  biegt  man  das  freie  Ende  recht- 
winklig oder  zu  einer  Oese.  Ferner  bedarf  man  oft  einer  Tiegel- 
zange und  mehrerer  Schieberpincetten ;  an  einer  derselben  biegt  man 
vortheilhaft  die  Branchen  etwas  auseinander  und  armirt  sie  mit 
platten  Korkplättchen  zum  Anfassen  der  Deckgläser.  Improvisireu 
kann  mar  eine  Schieberpincette,  indem  man  über  eine  gewöhnliche 
Pincette  einen  möglichst  engen  Korkring  streift.  Von  Metallinstru- 
menten bedarf  man  noch  einiger  Präparirnadeln,  Scheeren,  Messer 
und  breiter  Spatel  von  Messing,  Stahl  oder  Platin,  auf  denen  die 
Schnitte  ausgebreitet  werden  zum  Uebertragen  von  einer  Flüssigkeit 
in  eine  andere. 

Neue  Objectträger  und  De  ck  gl  äs  er  werden  mit  warmem 
Wasser  gereinigt  und  mit  einem  feinen  Leinwandlappen  getrocknet. 
Genügt  dies  nicht,  so  reicht  meist  ein  nochmaliges  Abreiben  mit 
einem  in  Spiritus  getauchten  Läppchen  aus.  Um  flache  hängende 
Tropfen  herzustellen,  ist  es  oft  nöthig,  auch  die  scheinbar  saubersten 
Deckgläschen  einige  Stunden  in  absolutem  Alkohol  liegen  zu  lassen, 
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den  Rest  des  Alkohols  mit  Aether  aufzunehmen  und  diesen  durch 
Verdunsten  zu  entfernen. 

Gebrauchte  Objectträger  und  Deckgläschen  werden  in  concen- 
trirte  Salzsäure  (oder  Salpeter-  oder  Schwefelsäure)  gelegt,  und  zum 
Reinigen  nach  der  Entfernung  aus  der  Säure  so  lange  mit  Wasser 
behandelt,  bis  jede  saure  Reaction  geschwunden  ist  und  dann  wie 
neue  weiter  behandelt. 

Deckglas-Präparate. 

Nachdem  schon  früher  beobachtet  war,  dass  die  morphologischen 
Elemente  des  Blutes  in  dünner  Schicht  angetrocknet  sich  nicht 
wesentlich  ändern,  verwandte  Koch^)  diese  mehr  zufälligen  Beob- 
achtungen zuerst  methodisch  zur  Bakterien-Forschung.  Er  breitete 
ein  Tröpfchen  der  bakterienhaltigen  Flüssigkeit  auf  einem  Deck- 
glase zu  einer  ganz  dünnen  Schicht  aus,  wodurch  die  einzelnen 
Elemente  annähernd  in  eine  Ebene  gebracht  wurden.  Diese  dünne 
Schicht  wurde  dann  durch  einfaches  Trocknen  an  der  Luft  fixirt. 
Um  kleine  Gestaltveränderungen,  welche  dabei  auftraten,  wieder 
aufzuheben,  wurde  es  nöthig,  nachträglich  wieder  eine  Quellimg 
eintreten  zu  lassen.  Blieb  die  lufttrockne  Schicht  aber  zu  lange 
in  dem  hierzu  benutzten  Wasser  oder  Glycerin,  so  löste  sie  sich 
ganz  auf,  statt  nur  etwas  aufzuquellen. 

Wurde  das  Deckgläschen  mit  der  lufttrockenen  Schicht  in  abso- 
luten Alkohol  oder  0,5  %  ige  Chromsäure  gelegt,  so  wurde  die  Schicht 
unlöslich  in  Wasser  und  Glycerin,  aber  sie  quoll  nicht  mehr  ge- 
nügend auf.  Wurde  aber  die  unlöslich  gewordene  Schicht  in  essig- 
saures Kali  gebracht,  so  quoll  sie  genügend  auf  ohne  sich  abzulösen, 
und  alle  Formen  erschienen  so  wie  im  natürlichen  Zustande.  Ebenso 
wirkten  die  Lösungen  der  Anilinfarben,  welche  die  erwünschte  Quel- 
lung hervorriefen  ohne  die  Schicht  abzulösen  und  noch  ausserdem 
die  Bakterien  färbten. 

Bei  Anwendung  dieser  Methode  auf  die  Blutuntersuchungen 

1)  Verfahren  zur  Untersuchung  etc.  Beiträge  zur  Biologie  der  Pflanzen 
1877.  II.  3.  Heft.  S.  399. 
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fand  Ehrlich 0,  dass  das  schnelle  Antrocknen  eine  Coagulation  der 
Zellalbiiminate  ansscliloss  und  die  natürliche  Färbbarkeit  der  Ele- 
mente erhalten  blieb;  nur  das  Hämoglobin  wurde  durch  die  wässe- 
rigen und  glycerinigen  Farblösungen  extrahirt.  Wurden  aber  die 
Präparate  eine  bis  mehrere  Stunden  einer  Temperatur  von  115  bis 
125°  ausgesetzt,  so  hatten  alle  Elemente  des  Blutes  ohne  wesent- 
liche Alteration,  ohne  •  Auftreten  von  Kunstprodukten,  ihr  electives 
Färbevermögen  behalten.  In  Folge  dieser  Beobachtungen  wandte 
Koch,  statt  des  umständlichen  Fixirens  durch  Alkohol,  das  Erhitzen 
auch  auf  die  Bakterienpräpaiate  an  2),  aber  nur  wenige  Minuten. 

Ein  Tröpfchen  der  bakterienhaltigen  Flüssigkeit  wird  je  nach  der 
Menge  der  morphologischen  Bestandtheile  unverdünnt  oder  unter  Zusatz 
eines  Tröpfchens  destillirten  Wassers  mit  einem  ausgeglühten  Skalpell 
oder  Platindraht  zu  einer  flachen  Schicht  auf  dem  Deckglase  aus- 
gebreitet und  ein  Ueberschuss  von  Flüssigkeit  event.  vom  Rande 
her  mit  Fliesspapier  abgesaugt.  Oder  man  legt  auf  das  Deck- 
gläschen mit  dem  Tröpfchen  ein  zweites  Deckgläschen,  welches  durch 
seinen  Druck  die  Schicht  gieichmässig  flach  ausbreitet.  Zieht  man 
dann  mit  Pincetten  beide  Deckgläschen  von  einander,  so  hat  man 
gleich  zwei  Präparate.  Das  Deckgläschen  bleibt,  gegen  Staub  ge- 
schützt, bis  zum  völligen  Trockensein  ruhig  stehen  oder  kann  in, 
einem  Exsiccator  etwas  schneller  getrocknet  werden.  Beschleunigen 
kann  man  das  Antrocknen  auch,  indem  man  das  mit  der  Pincette 
gefasste  Deckgläschen,  mit  der  Präparatenseite  nach  oben,  hoch  über 
der  Gasflamme,  gegen  deren  directe  Wirkung  geschützt,  hin  und  her 
bewegt. 

Schon  auf  die  so  getrocknete  Schicht  kann  man  zum  Färben 
einen  Tropfen  der  Parblösung  geben,  aber  nur  füi-  den  Fall,  dass 
die  Flüssigkeit  eiweissfrei  war  und  die  Färbung  schnell  erfolgt,  da 
bei  längerer  Einwirkung  die  Schicht  allmählich  ganz  losgelöst  wird. 
War  die  nur  angetrocknete  Schicht  eiweisslialtig,  Blut,  Gewebssaft, 
Sputum,  so  entstehen  bei  Zusatz  der  Farblösung  ausserdem  Nieder- 
schläge. 

1)  Zeitschrift  f.  klin.  Med.    Bd.  I.,  S.  ,553. 

«)  Zur  Untersuchung  von  pathogenen  Organismen.  Mittheilungen  aus  dem 
Kaiserlichen  Gesuudheitsamte  1881,  Bd.  I.  S.  1. 
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Es  wird  deshalb  meist  nöthig,  die  lufttrockne  Schicht 
durch  Erhitzen  sicher  zu  fixiren.  Man  kann  zu  diesem 
Zwecke  die  Deckgläschen  mit  der  angetrockneten  Schicht  in  einen 
Trockenschrauk  bringen  oder  auf  eine  Kupferplatte  legen.  Ein  solches 
Kupferblech  legt  man  auf  einen  Dreifuss  und  erhitzt  dasselbe  an 
einem  Ende  durch  eine  Gasflamme,  so  dass  die  verschiedenen  Theile, 
je  nach  dem  sie  näher  oder  entfernter  von  der  Flamme  sind,  ver- 
schieden hohe  Temperaturen  annehmen.  Für  Bakterienpräparate  ge- 
nügen einige  Minuten  bei  125  bis  130"  C.  oder  10  bis  20  Minuten 
bei  HO". 

Noch  bequemer,  und  bei  einiger  Uebung  auch  eben  so  sicher  ist 
es  nach  Koch -Löf  fl  er,  wenn  man  das  Deckgläschen  mit 
der  angetrockneten  Schicht  nach  oben  dreimal  mas- 
sig schnell  durch  eine  Gas-  oder  Spiritus  flamme  zieht. 
Der  Grund  hierfür  liegt  nach  Koch^)  in  der  Beobachtung,  dass 
bei  den  nicht  erhitzten  Präparaten  die  oben  geschilderten  Missstände 
sich  bemerkbar  machen,  bei  ein-  bis  zweimaligem  Durchziehen  die 
Fixirung,  besonders  bei  starkem  Eiweissgehalt,  nicht  für  alle  Fälle 
genügt,  während  bei  dem  dreimaligen  Dm-chziehen  durch  die  Flamme 
die  Formen  sich  nicht  wesentlich  ändern,  ihre  Färbbarkeit  behalten 
und  die  Albuminate  so  unlöslich  geworden  sind,  dass  sich  keine 
Niederschläge  mehr  bilden ;  noch  öfteres  Durchziehen  setzt  die  Färb- 
barkeit für  die  Bakterien  wieder  herab  (cfr.  Sporen-Färbung).  Das 
Misslingen  der  Präparate,  welches  erst  nach  einiger  Hebung  auf- 
hört, scheint  wesentlich  darin  begründet,  dass  die  Präparate  von 
Anfängern  meist  schon  erhitzt  werden,  ehe  sie  vollständig  lufttrocken 
geworden  sind.  Waren  die  Präparate  noch  etwas  wasserhaltig,  so 
tritt  Coagulation  der  Albuminate  ein,  Avährend  bei  vollständig  wasser- 
freien Präparaten  dies  nicht  geschieht,  sondern  das  Eiweiss  durch 
das  Erhitzen  „homogenisirt"  wird. 

Das  lufttrockene  und  dreimal  durch  die  Flamme 
gezogene  Präparat  wird  nun  gefärbt.  Man  legt  das  Deck- 
gläschen mit  der  Präparatenseite  nach  oben  auf  ein  Stück  Fliess- 
papier und  bringt  mit  einem  Glasstabe  oder  der  Capillarröhre  oder 


1)  Mittheilungen  188  t.    Bd.  IL  S.  7. 
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dem  zur  Capillare  ausgezogenen  Glasstöpsel  einige  Tropfen  Farb- 
lösung  auf  das  Präparat.  Die  Farblösung  bleibt  eine  bis 
zwanzig  Minuten  darauf,  indem  man  durch  Neigen  des  Deckglases 
sieht,  ob  das  Präparat  schon  Farbe  angenommen  hat.  Soll  die  Farb- 
lösung länger  einwirken,  so  bringt  man  nicht  die  Farblösung  tropfen- 
weise auf  das  Deckglas,  weil  sich  beim  Trocknen  am  Rande  des 
Parbtropfens  ein  schwer  entfernbarer  Farbenring  bildet,  sondern  man 
gibt  eine  entsprechend  grössere  Menge  der  Farblösung  in  ein  Uhr- 
glas oder  Crystallisationsschälchen.  Dann  fasst  man  das  Deck- 
gläschen, die  Präparatenseite  nach  unten  gekehrt,  lose  zwischen 
Daumen-  und  Zeige-  oder  Mittelfinger,  und  lässt  es  flach  auf  die 
Oberfläche  der  Farblösung  fallen,  so  dass  es  mit  der  Präpa- 
ratenseite auf  der  Farblö sung  schwimmt.  Zur  Verhütung 
der  Verdunstung  deckt  man  dann  eine  Glasplatte  oder  eine  zweite 
Schale  darüber. 

Zur  Abkürzung  der  Färbung  kann  man  die  Farblösung  ervrärmt 
anwenden,  indem  man  das  Schälchen  mit  Farblösung  und  schwim- 
mendem Deckglase  nach  Koch  im  Trockenschrank  auf  etwa  50  bis 
60  0  erwärmt,  oder  nach  Ein  dfleis  ch  das  Schälchen  mit  der 
Zange  fasst  und  über  kleiner  Flamme  bis  zum  Auftreten  von  Blasen 
erwärmt,  oder  nach  B.  Fränkel,  indem  man  das  Anilinwasser  im 
Reagirglase  aufkocht,  dann  erst  in  das  Schälchen  giesst,  die  Farb- 
lösung zuftigt  und  das  Deckglaspräparat  auf  dieser  heissen  Farb- 
lösung zum  Schwimmen  bringt. 

Zur  Entfernung  des  überschüssigen  Farbstoffes  richtet  man  ent- 
weder den  Strahl  einer  Spritzflasche,  bei  schräg  gehaltenem  Deck- 
glase etwas  oberhalb  des  Präparates,  welches  direct  vom  Wasser- 
strahl nicht  getroffen  werden  darf;  oder  man  schwenkt  das  mit  der 
Pincette  gefasste  Deckglas  in  einem  mit  destillirtem  Wasser  ge- 
füllten Becherglase  hin  und  her;  oder  man  saug!  den  überschüssigen 
Farbstoff  mit  Pliesspapier  ab,  fügt  einige  Tropfen  Wasser  hinzu, 
saugt  von  Neuem  ab  und  wiederholt  dies  bis  kein  Farbstoff  mehr 
an  das  Fliesspapier  abgegeben  wird.  Dann  wir  ddasDeckglas- 
präparat  in  einem  Tropfen  destillirten  Wasser  unter- 
sucht. Die  obere  Seite  des  Deckglases  wird  durch  Absaugen  mit 
Pliesspapier  oder  Blasen  mit  einer  CapiUarröhre  von  jeder  Spur 
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Wasser  befreit,  weil  sie  den  Oeltropfcii  für  die  homogeDe  Immersion 
aufnehnieu  nuiss. 

Sollen  die  Deckglaspräparate  conservirt  werden,  so  wird  das 
Oel  mit  Fliesspapier  (und  event.  Chloroform)  wieder  entfernt,  das 
Wasser  durch  vorsichtiges  Erwärmen  oder  Stehenlassen  (geschützt 
gegen  Staub,  event.  im  Exsiccator)  entfernt  und  das  getrocknete  Prä- 
parat direct  in  Canadabalsam  eingelegt. 

Es  sind  bei  jeder  ßakterienart  verschiedene  Farben  anzuwenden, 
da  einzelne  nur  die  Bakterien,  andere  gleichzeitig  die  feinen  Gallert- 
hüllen, andere  Kapseln  mitfärben.  Die  entstehenden  Bilder  sind  des- 
halb nicht  bei  allen  Färbemethoden  absolut  gleich,  so  dass  es 
eigentlich  selbstverständlich  sein  sollte,  bei  Vergleichen  immer 
nur  identisch  behandelte  Präparate  zu  benützen.  Diese 
Momente  müssen  bei  der  Wahl  der  Farblösung  leiten.  Man  hat 
dementsprechend  zu  unterscheiden  zwischen  der  Färbung  zu  einem 
ganz  bestimmten  Zwecke,  zur  Nachprüfung  oder  Anwendung 
von  Färbemethoden,  welche  für  bestimmte  Fälle  als  beste  geschildert 
oder  erwiesen  sind,  und  der  orientirenden  Färbung  zum  Nach- 
weise der  Anwesenheit  von  Bakterien  überhaupt. 

Da  in  Deckglaspräparaten  fast  alle  Bakterien  in  wässrigen 
Lösungen  der  basischen  Anilinfarben  tingibel  sind,  so  nimmt  man 
zunächst  gesättigte  wässrige  Lösungen  oder  die  gleich  werthigen  ver- 
dünnten alkoholischen  Lösungen. 

Die  gesättigten  wässrigen  Lösungen  haben  für  diese  Orientii'ung 
den  Vorzug,  für  alle  bewährten  basischen  Anilinfarben  anwendbar 
zu  sein,  so  dass  man  mit  wenigen  Präparaten  schon  verschiedene 
Farben  versuchen  kann.  Hat  man  trotz  der  vermutheten  Anwesen- 
heit von  Bakterien  auf  diese  Weise  keine  Bakterien  zu  Gesicht  be- 
kommen, so  nimmt  man  Anilinwasser  mit  Methylviolett  oder  Fuch- 
sin, oder  die  starke  alkalische  Methyleublaulösung. 

In  der  überwiegenden  Mehrzahl  der  Fälle  gestaltet  sich  dem- 
nach die  orientirende  Untersuchung  auf  Anwesenheit 
von  Bakterien: 

1.  Antrocknen  in  dünner  Schicht; 

2,  Fixiren,  indem  das  Deckglas  dreimal  durch  die  Flamme 
gezogen  wird; 
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3.  Färben  durcli  einige  Tropfen  concentrirter  wässriger  oder 
verdünnter  alkoholischer  Lösung  basischer  Anilinfarben; 

4.  Entfernen  des  überschüssigen  Farbstoffs  durch  Abspülen  oder 
Absaugen ; 

5.  Untersuchen  in  einem  Tropfen  destillirtem  Wasser. 

Zur  isolirten  Färbung  von  Bakterien  in  Deckglaspräparaten 
kann  man  die  gefärbten  Deckglaspräparate  ungefähr  1  Minute  in 
eine  zur  Hälfte  gesättigte  Lösung  von  kohlensaurem  Kali  legen, 
oder,  wenn  sie  in  Anilinwasser-Gentianaviolett  gefärbt  waren,  die 
übrigen  Elemente  nach  der  Methode  von  Gram^)  entfärben.  Die 
gefärbten  Deckgläser  werden  zu  diesem  Zwecke  etwa  1  Minute  in 
die  Jod-Jodkaliumlösung  (S.  37)  gelegt,  dann  in  absoluten  Alkohol 
gebracht,  bis  das  Präparat  entfärbt  erscheint ;  der  Alkohol  wird  ab- 
gesaugt und  das  Präparat  in  Wasser  angesehen. 

Zu  Doppelfärbungen  an  Deckglaspräparaten  kann  man  die 
nach  der  Gram 'sehen  Methode  entfärbten  Präparate  aus  dem  Al- 
kohol in  eine  schwach  wässrige  Vesuvinlösung  bringen,  dann  bleiben 
die  Bakterien  blau,  oft  fast  blauschwarz,  während  die  Kerne  braun 
gefärbt  werden.  Man  kann  auch  die  roth  (oder  blau)  gefärbten  Prä- 
parate einige  Minuten  in  Hämatoxylin  (oder  Carmin)  bringen,  doch 
haben  diese  Doppelfärbungen  bei  Deckglaspräparaten  viel  geringeren 
Werth  als  bei  Schnittpräparaten. 

Nur  in  einem  Falle  haben  dieselben  ein  grosses  praktisches 
Interesse  gewonnen,  zum 

Nachweis  der  TuberJcelbacillen  im  Sputum. 

Man  könnte  diese  Präparate  nach  dem  Gram' sehen  Verfahren 
färben,  aber  es  werden  dann  die  Tuberkelbacillen  und  andere 
Bakterien  blau  gefärbt,  im  Gegensatze  zu  den  braunen  Kernen. 
Zur  Differentialdiagnose  ist  dies  aber  nicht  genügend  und  man 
wendete  deshalb  füi-  diesen  Zweck  ausschliesslich  das  von  Koch 
ermittelte  Prinzip  an,  die  Tuberkelbacillen  in  einer  anderen 
Farbe  zu  färben,  als  die  übrigen  Bakterien  und  die 

I)  Ueber  die  isolirte  Färbung  der  Schizomyceten.  Fortschritte  der  Me- 
dicin  II.    1884,  No.  6. 
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Kerne.  Koch  gelang  dies,  indem  er  die  Präparate  24  Stunden 
in  der  schwachen  alkalisclicn  Methylenblau-Lösung  (S,  35)  Hess, 
und  dieselbe  dann  kurze  Zeit  in  concentrirte  Avässrige  Vesuvin-Lösung 
brachte ;  es  waren  dann  die  Tuberkelbacillen  (und  die  Leprabacillen) 
blau,  alle  anderen  Bakterien  und  die  Kerne  braun  gefärbt.  Nach- 
dem dieses  wichtige  Prinzip  gefunden  war,  lehrte  Ehrlich  in  dem 
Anilinwasser  ein  noch  besseres  Mittel  zur  Steigerung  der  Färbungs- 
intensität kennen  und  ermittelte,  dass  in  mit  Anilinwasserfarbe  gefärbten 
Präparaten  die  Tuberkelbacillen  einem  Entfärben  mit  Salpetersäure 
widerstanden,  während  alle  übrigen  Bakterien  durch  diese  Mineral- 
säure entfärbt  wurden.  Man  darf  aber  die  Präparate  nicht  so  lange 
in  der  Säure  liegen  lassen,  bis  vollständige  Entfärl)ung  eingetreten 
ist,  weil  dann  auch  viele  oder  alle  Tuberkelbacillen  entfärbt  werden. 
Man  lässt  dieselben  so  lange  in  der  Säure,  bis  der  rothe  (Fuchsin) 
oder  blaue  (Methylviolett)  Ton  in  Gelbroth  (resp.  grünlich  -  blau) 
übergegangen  ist.  Bringt  man  in  diesem  Stadium  die  Präparate 
in  Wasser,  so  tritt  wieder  rothe  resp.  blaue  Färbung  ein;  durch 
Einwirkung  der  Säure  waren  die  einfach  sauren  Verbindungen  (roth 
resp.  blau)  in  die  dreifach  sauren  (gelbroth  resp.  blaugrün)  überge- 
führt; bei  Wasserzutritt  zerfallen  die  dreifach  sauren  Verbindungen 
wieder  und  es  entsteht  wieder  der  rothe  resp.  blaue  Ton.  Man 
spült  deshalb  die  durch  Säure  entfärbten  Präparate  nicht  in  Wasser, 
sondern  in  50  bis  60  %  igem  Alkohol  ab.  Dann  färbt  man  mit  ver- 
dünnter wässriger  Lösung  von  Methylenblau  (resp.  Vesuvin)  nach. 
Nach  dem  Abspülen  des  Methylenblau  resp.  Vesuvin  werden  die 
Präparate  in  Wasser  untersucht  oder  nach  Entfernen  des  Wassers 
in  Canadabalsam  conservirt.  Trotz  dieser  ganzen  Procedur  behalten 
die  Tuberkelbacillen  ihre  rothe  (resp.  blaue)  Farbe  und  sind  so 
leicht  unter  den  übrigen  Bestandtheilen  zu  erkennen.  Ausser  diesem 
differential-diagnostischen  Effect  der  Doppelfärbung  hat  das  Nach- 
färben in  einer  andern  Farbe  den  Vortheil  der  leichteren  Einstellung 
des  Präparates.    Tafel  II,  Fig.  8. 

lieber  die  Entnahme  des  bacillcnhaltigen  Materials  ist  noch 
zu  bemerken,  dass  käsige  Massen  mit  sterilisirteni  Skalpell  dünn 
ausgestrichen  werden.  Tuberkelknötchcn  müssen  mit  dem  Skalpell 
(event,  erst  zwischen  zwei  Skalpellen)  zerquetscht  und  dann  auf  dem 


Deckglas-Präparate.  4  / 

Deckglase  ganz  flach  gedrückt  werden.  Aus  dem  Sputum  werden 
die  zälien,  gelblichen  Massen  benutzt,  aus  denselben  mit  dem  Skal- 
pell Partikel  entnommen  und  auf  dem  Deckglase  flach  ausgestrichen 
oder  durch  Auflegen  eines  zweiten  Deckglases  breit  gedrückt,  so 
dass  man  nach  Auseinanderziehen  beider  Deckgläser  mit  Pincetten 

zwei  Präparate  hat. 

Das  ganze  Verfahren  ist  nach  Kochi),  unter  Adoption  des  von 
Ehrlich  eingeführten  Anilinwassers,  kurz: 

1.  Deckglaspräparate  getrocknet,  nach  dem  Trocknen  dreimal 
durch  die  Flamme  gezogen. 

2.  Färben  mit  der  Weigert-K  och 'sehen  Lösung  von  Methyl- 
violett (oder  Fuchsin),  12  Stunden  lang. 

3.  Behandeln  in  verdünnter  Salpetersäure  (1  zu  3  bis  4)  einige 
Secunden. 

4.  Spülen  in  60^igem  Alkohol  durch  mehrmaliges  Hin-  und 
Herbewegen. 

5.  Nachfärben  in  verdünnter  Vesuvinlösung  (oder  Methylenblau") 
einige  Minuten. 

6.  Abspülen;  Untersuchen  in  Wasser. 

Dieses  Verfahren  ist  bis  jetzt  das  beste  und  dient  in  allen 
zweifelhaften  Fällen  zur  Controle. 

Zur  differential-diagnostischen  Entfärbung  und  Nachfärbung  sind 
bis  jetzt  versucht  worden:  1.  andere  Anilinfarben  (Vesuvin  von 
Koch),  2.  Säm-en  (Salpetersäure  von  Ehrlich,  Salzsäure  von 
Orth,  Eisessig  von  Petri),  oder  3.  saurer  Alkohol  (schwach  sal- 
petersaurer von  Rindfleisch,  salzsaurer  von  Orth).  B.  F r ä n k e  1 
combinirte  diese  drei  Möglichkeiten ,  indem  er  saure  alkoholische 
Lösungen  von  Methylenblau  oder  Vesuvin  herstellte,  a)  für  blau: 
50  Alkohol,  30  Wasser,  20  Salpetersäure,  so  viel  Methylen- 
blau, als  sich  nach  wiederholtem  Schütteln  löst,  zu  filtriren;  b)  für 
braim:  70  Alkohol,  30  Salpetersäure  und  so  viel  Vesuvin,  als 
sich  löst,  zu  filtriren.  Unter  Verwendung  dieser  Lösung  empfiehlt 
sich  für  die  ärztlichen  Bedürfnisse  folgendes  Verfahren  von  Frankel: 
Man  erhitzt  ca.  5  ccm  Anilinwasser  in  einem  Reagirglase  zum  Kochen, 

1)  Mittheilungen  Bd.  II,  S.  10. 
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giesst  dasselbe  in  ein  Uhrglas  o(ier  Schälchen  und  fügt  zu  diesem 
lioissen  Anilinwasser  so  viel  Tropfen  einer  coneentrirten  alkoholischen 
Lösung  von  Fuchsin  oder  Methylviolett,  bis  eine  kräftige  opales- 
cirende  Farbe  entsteht.  Auf  dieser  warmen  Lösung  lässt  man  das 
Deckglaspräparat  schwimmen,  und  zwar,  trotzdem  die  meisten 
Tuberkelbacillen  schon  in  2  bis  3  Minuten  gefärbt  sind,  der  "Vor- 
sicht halber  5  bis  10  Minuten.  Aus  dieser  Farblösung  kommen  die 
roth  resp.  blau  gefärbten  Präparate  in  blaue  resp.  braune  saure 
alkoholische  Lösung.  Das  Präparat  erscheint  nach  1  bis  2  Minuten 
in  der  letzteren  Farbe  gefärbt,  wird  dann  in  Wasser  oder  essigsaurem 
(^2%)  50%  igen  Alkohol  abgespült  und  in  Wasser  untersucht. 

Wer  mit  Orth  die  Salzsäure  vorzieht,  kann  sich  folgenden 
Verfahrens  nach  Kaatzer  bedienen:  Färben  wie  vorher,  dann  Ent- 
färben mit  Mischung  von  100  ccm  90  %  igem  Alkohol,  20  com  Wasser 
und  20  Tropfen  concentrirter  Salzsäure;  Nachspülen  mit  90^ igem 
Alkohol  zum  Entfernen  der  Säure;  Nachfärben  mit  concentrirter 
wässriger  Lösung  von  Methylenblau  oder  Vesuvin. 

Im  Sputum  finden  sich  nach  Celli  und  Guarnieri^)  bis- 
weilen feinste  Fettnadeln,  welche  sich  der  Färbung  gegenüber  fast 
genau  so  verhalten  wie  Tuberkelbacillen,  „Pseudobacillen",  welche 
aber  bei  einiger  Aufmerksamkeit  wegen  der  verschiedenen  Grösse 
nicht  mit  ihnen  zu  verwechseln  sind  und  durch  Aether  und  Chloro- 
form aufgelöst  werden. 

Die  bis  jetzt  mitgetheilten  Modificationen  der  auf  Koch 's 
Prinzip  begründeten  Ehrl  ich 'sehen  Methode  sind  so  zahlreich,  ohne 
aber  prinzipiell  etwas  Neues  gebracht  zu  haben,  dass  ich  wegen 
derselben  auf  einige  zusammenfassende  Darstellungen  verweisen 
muss  2),  und  mich  begnüge  mit  Angabe  der  grundlegenden  Methode 

'j  Interne  alla  profilassi  della  tubercolosi.  Arch.  per  le  scienze  mediche 
1883.  Vol.  VII,  S.  233.  Sopra  talune  forme  cristalline  che. potrebbero  siuinlare 
il  bacillo  del  tubercolo.   Accad.  dei  Lincei  Juni  1883. 

2)  Kaatzer:  Die  Technik  der  Sputum-Untersuchung  auf  Tuberkel-Bacillen 
1884. 

B.  Frankel:  Ueber  die  Färbung  des  Koch  'sehen  Bacillus.  Berl.  klin. 

Wochenschrift  1884,  No.  13. 
Baumgarten:  Beiträge  zur  Darstcllungsmethode  der  Tuborkcl-Bacillen ; 

Zeitschrift  für  wissenschaftliche  Mikroskopie  I,  1884.  S.  51. 
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von  Koch,  der  bis  jetzt  wissenschaftlich  besten  nach  Ehrlich- 
Weigert-Koch ,  und  von  zwei  praktisch  brauchbaren  Modifi- 
cationen. 

Bei  diesen  Methoden  verhalten  sich  die  L  e  p  r  a  b  a  c  i  1 1  e  n ,  wie 
die  Tuberkelbacillen,  von  denen  sie  morphologisch  ausserdem  nicht 
ganz  leicht  auseinander  zu  halten  sind.  Die  Differential-Diagnose 
durch  Färbung  gründet  sich  darauf,  dass  sich  die  Leprabacillen  etwas 
leichter  färben,  als  die  Tuberkelbacillen  lind  in  Bezug  auf  die  Leich- 
tigkeit der  Aufnahme  von  Farbstoff'en  ungefähr  zwischen  diesen  und 
den  meisten  übrigen  Arten  stehen.  Nach  Baumgarten*)  lässt 
man  das  Deckglas-Trockenpräparat  6  bis  7  Minuten  in  verdünnter 
alkoholischer  Fuchsinlösung  (5  bis  6  Tropfen  concentrirter  alkoho- 
ischer  Lösung  in  einem  Uhrglase  destillirten  Wassers)  schwimmen, 
entfärbt  Minute  in  saurem  Alkohol  (1  Theil  Salpetersäure  zu  10 
Theilen  Alkohol),  spült  die  Säure  in  destillirtem  Wasser  ab,  färbt  in 
wässrigem  Methylenblau  nach,  spült  ab,  untersucht  in  Wasser.  Die 
Leprabacillen  erscheinen  dann  als  rothe  Stäbchen  auf  blauem  Grunde, 
während  Tuberkelbacillen  in  dieser  Zeit  bei  dieser  Behandlung  noch 
keine  Farbe  angenommen  haben. 

Das  Verhalten  der  Tuberkelbacillen,  sowohl  bei  der  von  Koch 
gefundenen  Färbemethode  und  ihren  verschiedenen  Modificationen,  als 
bei  der  Methode  von  Baum  garten,  diese  Bakterien  ungefärbt  zur 
Anschauung  zu  bringen,  schien  zuerst  diese  Bacillen  qualitativ  von 
allen  anderen  Bakterien  zu  trennen.  Weitere  Studien  haben  jedoch 
diese  Differenzen  nicht  als  qualitative,  sondern  wesentlich  als  quan- 
titative erkennen  lassen.  Die  Tuberkelbacillen  färben  sich 
am  schwierigsten,  aber  am  dauerhaftesten.  SeitLicht- 
h  e  i  m  2)  und  besonders  durch  die  eingehende  Arbeit  von  B  a  u  m  g  a  r  t  e  n 
1.  c,  steht  es  fest,  dass  die  Tuberkelbacillen  in  Deckglas-Trocken- 
präparaten sowohl  durch  verdünnte  alkoholische,  als  durch  stärkere 
wässrige  Lösungen  von  Methylviolett,  Gentianaviolett  und  Fuchsin 
in  etwa  1  Stunde  gefärbt  werden,  bei  gleichzeitigem  Erwärmen  in 

1)  Ueber  Untersuchungsmetlioclen  zur  Unterscheidung  von  Lepra-  und 
Tuberkel-Bacillen.   ibid.  S.  367. 

2)  Zur  diagnostischen  Verwerthung  der  Tuberkelbacillen.  Fortschritte 
der  Medicin  1883,  S.  1. 

Hueppe,  Bakterien-Forschnng. 
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ungefähr  5  Minuten  (bei  Schnitten  ist  die  Zeit  ca.  12  Stunden,  resp. 
etwa  10  Minuten  bei  gleichzeitigem  Erwärmen).  Diese  Färbungen 
Aviderstehen  dem  Entfärben  durch  Säureu  gleichfalls  einige  Zeit, 
während  bei  zu  langer  Einwirkung  derselben  auch  die  Tuberkel- 
bacillen  entfärbt  werden.  Die  Tuberkelbacillen  bleiben  nach  Behand- 
lung mit  Kali  carbonicum  isolirt  gefärbt,  ähnlich  wie  andere  Bak- 
terien. Werden  die  gefärbten  Deckglaspräparate  zum  Entfärben  etwa 
1  Minute,  (die  Schnitte  5  Minuten)  in  Alkohol  gelegt,  und  darauf 
5  Minuten  (Schnitte  15  bis  20  Minuten)  in  concentrirte  wässrige 
Lösung  von  Vesiivin  oder  Methylenblau  gebracht,  so  erhält  man  Doppel- 
färbungen. Es  ist  demnach  weder  der  Zusatz  von  Alkali,  noch  von 
Anilinwasser  absolut  nöthig  zur  Färbung,  ebensowenig  ist  das  Ver- 
halten gegen  Säuren  ein  qualitativ  dilferentes  gegenüber  den  andern 
Bakterien,  und  zur  Herstellung  von  Doppelfärbungen  die  Anwendung 
der  Säuren  nicht  durchaus  erforderlich.  Ein  wirkliches  Verständniss 
für  die  Farbentheorie,  welches  erst  so  nahe  zu  liegen  schien,  ist 
demnach  durch  dieses  quantitativ  so  abweichende  Verhalten  der 
Tuberkelbacillen  bis  jetzt  noch  nicht  gewonnen.  Eine  Möglichkeit 
des  besseren  Verständnisses  wird  eröffnet  durch  folgende  Thatsachen. 
Der  Zusatz  von  Alkali  sowohl,  als  des  schwach  alkalisch  reagirenden 
Anilins  erleichtert  die  Färbung,  ähnlich  wirken  andere  aromatische 
Körper  und  Ammoniak.  Der  Zusatz  von  Säuren  zum  Anilinwasser 
hebt  dessen  Wirkimg  nicht  auf,  so  dass  wahrscheinlich  die  begünsti- 
gende Wirkung  der  Carbolsäure  auf  den  aromatischen  Körper  zurück- 
zuführen ist,  und  sich  in  ähnlicher  Weise,  trotz  der  sauren  Keaction- 
vollzieht. 

Weiter  ermittelte  Gibbes^),  dass  bei  gleichzeitiger  Einwirkung 
zweier  Anilinfarben  die  Bacillen  sich  anders  färben,  als  die  übrigen 
Elemente,  während  sie  bei  anderer  Anwendung  sich  in  jeder  dieser 
Farben  färben.  Zu  2  gr  Fuchsin  und  1  gr  Methylenblau  fügt  man 
langsam  eine  Lösung  von  3  ccm  Anilinöl  in  15  ccm  Spiritus,  und 
gibt  nach  Lösung  der  Farben  15  ccm  Wasser  hinzu.  Diese  Lösung 
wird  erwärmt  und  das  Deckglaspräparat  5  Minuten  aufgelegt,  dann 
mit  Spiritu«  abgewaschen,  bis  keine  Farbe  mein-  lieruntergeht;  die 


1)  LanOct  1883,  S.  771. 
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Bacillen  erscheinen  dann  roth  auf  blauem  Grunde.  Diese  kurze 
Methode  ist  leider  nicht  praktisch  sicher  genug. 

I>ie  Untersuch  ung  des  Blutes  auf  Baktei  ien 
kann  sehr  grosse  Schwierigkeiten  bieten,  weil  schon  im  normalen 
Blute  innerhalb  der  Gefässe  und  beim  normalen  Zerfall  des  gesunden 
Blutes  körnige  Elemente  vorhanden  sind,  resp.  sich  bilden,  die  unter 
pathologischen  Verhältnissen,  bei  anämischen  Zuständen,  bei  Fieber 
vermehrt  auftreten,  und  welche  leicht  mit  Kokken  verwechselt  werden 
können,  schon  sehr  oft  verwechselt  sind  und  noch  fast  täglich  damit 
verwechselt  werden ;  z.  B.  die  berühmten  Syphiliskörperchen  und  die 
angeblichen  Organismen  des  Schlaugengiftes;  hierher  gehört  auch 
Manches,  was  als  Genese  von  Bakterien  aus  Stickstoffsplittern, 
aus  Mikrozymen  oder  durch  „Anamorphose  des  Protoplasma"  ange- 
sprochen worden  ist.  Ein  genaues  Studium  dieser  Blut-Granulationen 
ist  deshalb  bei  der  Bakterienforschung  ein  unumgängliches  Desiderat. 
Diese  Granulationen  bilden  aber  ferner  einen  Bestandtheil  der  zel- 
ligen Elemente  des  Blutes,  welche  w^der  dadurch  für  die  Aetio- 
logie  von  Interesse  sind,  dass  es  Parasiten  gibt,  welche  den  amö- 
boiden Zellen  ähnlich  sind,  z.  B.  die  von  Lewis  im  Blute  von 
Batten,  von  Koch  im  Blute  von  Hamstern  gefundenen  pathogene- 
tischen Geisseimonaden. 

Die  direct  oder  durch  ihre  Granulationen  zu  Verwechslung  Ver- 
anlassung gebenden  Elemente  des  Blutes,  mit  Ausnahme  der  rothen 
Blutkörperchen  imd  ihrer  Zerfallsproducte,  theilt  man  nach  Ehr- 
lich^)  ein: 

I.   Lymphogene  Elemente. 

a)  kleine  Lymphocyten; 

b)  grosse  Lymphocyten. 

IL    Myelogene  Elemente: 
Eosinophile  Zellen. 

1)  cfr.  die  S.  31  citirten  Arbeiten  von  Ehrlich,  Westphal,  Schwarze; 
ferner  Spilling:  Ueber  Blutuntersuclmngen  bei  Leukämie.  Dissert.  Berlin 
1880,  und  Einhorn:  üebcr  das  Verhalten  der  Lymphocyten  zu  den  weissen 
Blutkörperchen.    Dissert.   Berlin  1884. 

4* 
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III.    Unbestimmt  (Milz  und  (oder)  Knochenmark): 

a)  grosse  Mononucleäre  Zellen; 

b)  CJebergangsformen ; 

c)  Polyniicleäro. 

Die  kleinen  lymphogenen  Elemente  sind  etwas  kleiner,  als  die 
rotlien  Blutkörperchen,  besitzen  einen  sehr  grossen  Kern,  so  dass 
von  Protoplasma  nur  sehr  wenig  oder  nichts  zu  sehen  ist.  Die 
grossen  lymphogenen  Elemente  sind  eine  weitere  Entwicklung  der 
ersteren  und  von  ihnen  nur  dadurch  unterschieden,  dass  sie  um  den 
grossen  Kern  einen  deutlichen  Protoplasmasaum  besitzen.  Die 
myelogenen  Elemente  sind  grosse,  rundliche  Zellen  mit  einem  grossen 
länglichen  Kerne.  Die  grossen  mononuclcären  Zellen  sind  ungefähr 
dreimal  so  gross,  wie  die  rothen  Blutkörperchen,  und  besitzen  einen 
grossen  runden  oder  ovoiden  Kern  und  grossen  Protoplasmahof.  Die 
mononucleären  üebergangsformen  sind  von  diesen  Zellen  nur  dadurch 
unterschieden,  dass  der  Kern  nicht  mehr  rund  oder  ovoid  ist,  son- 
dern eine  Einbuchtung  erlitten  hat.  Die  polynucleären  Elemente 
sind  etwas  kleiner,  aber  immer  noch  grösser  wie  die  rothen  Blut- 
körperchen und  ihr  Kern  zeigt  eine  weitere  Differenzirung ,  eine 
polymorphe  Gestalt;  sie  sind  die  eigentlichen  weissen  Blutkörperchen. 

Die  körnigen  Elemente  oder  Granulationen,  welche  in  diesen 
Zellen  vorhanden  sind  und  beim  Zerfalle  derselben  fi-ei  werden  können, 
theilt  man  in  Bezug  auf  ihr-  Verhalten  zu  den  Anilinfarben  ein: 

Die  a  -  Granulationen  oder  eosinophile  Körnung  ist  grobkuglig, 
stark  glänzend  und  in  allen  sauren  Anilinfarben  tingibel.  Sie  findet 
sich  in  den  myelogenen  Elementen,  ist  im  normalen  Blute  selten, 
bei  leukämischen  Prozessen  stark  vermehrt. 

Die  |3-Granulationen  oder  amphophile  Körnung  findet  sich  be- 
sonders im  Knochenmark,  im  Blute  vielfach  in  Leukocythen  bei 
Kaninchen  und  Meerschweinchen  und  ist  in  saiu-en  und  basischen 
Anilinfarben  tingibel. 

Die  j'-Granulationen  oder  basophile  Mastzcllenkörnung  ist,  wie 
die  Bakterien,  durch  basisclie  Anilinfarben  tingibel.  Die  Körner 
sind  grob,  wenig  lichtbrechend,  fehlen  im  menschlichen  Blute  nor- 
mal fast  ganz,  treten  bei  leukämischen  Prozessen  vermehrt  auf;  im 
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Blute  niederer  Thiere,  besonders  der  weissen  Hatten,  sind  sie  nor- 
mal vorhanden. 

Die  (5-Granulationen  oder  basophile  Körnung  ist  fein,  in  basischen 
Anilinfarben  tingibel  und  findet  sich  als  Bestandtbeil  der  grossen 
mouonucleären  Elemente. 

Die  s-Grauulatiouen  oder  neutrophile  Körnung  ist  sehr  fein,  und 
erfüllt  die  polynucleären  Elemente  des  Menschenblutes  ganz  dicht, 
kommt  in  den  Uebergangsformen  spärlich  vor,  und  sehr  selten  in 
den  monucleären  Elementen ;  sie  sind  in  neutralen  Farben  tingibel. 

Bei  Ausserachtlassung  der  Färbung  können  diese  Granulationen 
sämmtlich,  und  ebenso  die  Zerfallsproducte  der  rothen  Blutkörperchen, 
mit  Kokken  verwechselt  werden.  Bei  systematischer  Anwendung  der 
Anilinfarben  kann  man  sofort  ausschliessen  die  a-,  ß-  und  e-Granu- 
lationen.  Eine  Verwechslung  ist  dann  nur  noch  möglich  mit  den 
y-  und  3-Granulationen,  weil  diese  sich,  wie  die  Bakterien,  in  basischen 
Anilinfarben  färben.  Diese  letzteren  sind  durch  ihr  feines  Korn 
relativ  leicht  von  Kokken  zu  unterscheiden,  und  sind  bis  jetzt,  wie 
es  scheint,  noch  nicht  mit  Bakterien  verwechselt  worden.  Die  Mast- 
zellenkörner dagegen  kommen  in  ihren  mittleren  Grössen  den  be- 
kannteren Formen  der  Kokken  so  nahe,  dass  nicht  nur  die  einzelnen 
freien  Granulationen  im  Blut  als  Kokken  gedeutet  worden  sind, 
sondern  sogar  die  sogenannten  Matszellen  in  den  Geweben  als  Colo- 
nien  von  Kokken  wiederholt  beschrieben  wm-den.  Rein  morpho- 
logisch sind  sie  daduiich  zu  unterscheiden,  dass  sie  das  gleichmäs- 
sige  Aussehen  der  Kokken  nicht  alle  haben,  sondern  dass  sich  die 
verschiedensten  üebergänge  zwischen  den  verschieden  grossen  Körnern 
finden. 

Will  man  das  Blut  auf  Bakterien  zur  Orientirung  prüfen,  so 
streicht  man  ein  Tröpfchen  flach  aus,  trocknet  die  dünne  Schicht 
an,  fixii-t,  indem  man  dieselbe  dreimal  durch  die  Flamme  zieht,  und 
färbt  wie  gewöhnlich.  In  derartigen  Präparaten  färben  sich  die 
Bakterien  genügend,  die  Granulationen  aber  noch  nicht  gut. 

Die  Entnahme  eines  höchstens  stecknadelkopfgrossen  Bluttropfens 
muss  zu  diesem  Zwecke  mit  grösster  Vorsicht  geschehen.  Man  entnimmt 
entweder  bei  Gelegenheit  einer  Blutung  mit  einei-  geglühten  und  wieder 
abgekühlten  Platinnadel  ein  Tröpfchen  Blut  oder  durch  Einstich  in 
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die  Haut,  am  besten  an  der  Fingerkuppe,  mit  einer  durch  vorange- 
gangenes Glühen  sterilisirteu  Nadel.  Die  Haut  wird  an  dieser 
Stelle  mit  Seife  und  Bürste  gereinigt,  dann  mit  1  p.  M.  Sublimat 
gewaschen,  das  Sublimat  mit  Alkohol  entfernt  und  der  Alkohol  mit 
Aether  aufgenommen,  den.  man  verdunsten  lässt.  Der  erste  hervor- 
quellende Blutstropfen  wird  mit  geglühter  Platinnadel  weggenommen 
und  erst  die  folgenden  Tropfen  benutzt.  Auf  ein  hervorquellendes 
Bluttröpfchen  wird  ein  mit  einer  Pincette  gefasstes  Deckglas  leicht 
aufgetupft,  aber  ohne  jede  Berührung  mit  der  umgebenden  Haut. 
Auf  dieses  mit  der  Pincette  gehaltene  und  mit  dem  Blutstropfen  ver- 
sehene Deckglas  wird  mit  einer  Pincette  ein  zweites  Deckglas  ge- 
legt, welches  durch  seinen  Druck  das  Bluttröpfchen  zu  einer  ganz 
flachen  Schicht  ausbreitet,  in  der  die  Elemente  sich  nicht  wesent- 
lich alterirt  zeigen.  Die  beiden  mit  Pincettfen  gefassten  Deckgläschen 
werden  von  einander  abgezogen,  so  dass  man  gleich  zwei  Deckgläser 
mit  den  gewünschten  dünnen  Schichten  Blut  erhält.  Die  Deck- 
giäschen  werden,  nachdem  die  Schicht  lufttrocken  geworden  ist,  zum 
Theil  wie  oben  angegeben,  nur  nach  kurzem  Erhitzen  auf  Bakterien 
geprüft,  zum  Theil  aber  eine  Stunde  einer  Temperatur  von  120° 
ausgesetzt  und  dann  mit  basischen  Anilinfarben  behandelt,  um  die 
basophilen  Granulationen  genauer  zu  studiren. 

Andere  Präparate  behandelt  man  zur  Darstellung  der  eosino- 
philen Elemente  mit  sauren  Anilinfarben  nach  kurzem  und  nach  einstün- 
digem Erhitzen.  Man  stellt  eine  Mischung  ejnes  gelben,  schwarzen 
und  rothen  Farbstoffs  von  höchster  tinctorialer  Kraft  her,  deren 
jeder  für  sich  allein  alle  säurebildenden  Elemente  färbt,  bei  deren 
gleichzeitiger  Einwirkung  aber  wieder  die  Election  sich  derart  geltend 
machen,  dass  man  drei  verschiedene  eosinophile  Elemente  gleich- 
zeitig in  verschiedener  Farbe  färbt.  Ein  Volumnen  eines  mit  Au- 
rantia  gesättigten  Glycerin  wird  mit  zwei  Volumen  Glycerin  ver- 
setzt, dann  Anilinschwarz  (Indulinsulfosäure)  und  Eosin  in  TJeber- 
schuss  zugesetzt  und  durch  langes  Schütteln  gesättigt.  Diese  ge- 
sättigte, glycerinige  Lösung  färbt  alle  hämoglobinhaltigen  Parthien 
intensiv  orange,  die  Kerne  grauschwarz  bis  schwarz,  die  eosinophile 
Körnung  roth  bis  rothschwarz. 

Zur  Dai-stelluug  der   ueutrophilen  Körnung  dieueu  neutrale 
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Parbeu,  welche  durch  Zusammentreffen  von  Parbbaseu  mit  Farbsäuren 
entstehen,  z.  B.  wenn  Säiirefuchsin  (rosanilinsulfosaures  Natron)  imd 
Orange  (G)  mit  dem  basisclien  Methylgrün  gemischt  werden.  Man 
mengt  nach  Ehrlich  125  ccm  einer  gesättigten  wässrigen  Orange- 
lösung mit  125  ccm  einer  in  20  %  igem  Alkohol  gesättigten  Lösung 
von  Säurefuchsin,  fügt  75  ccm  absoluten  Alkohol  hinzu  und  dann 
allmählich  unter  Schütteln  125  ccm  gesättigte  wässrige  Lösung  von 
Methylgrün.  Die  Lösung  bleibt  einige  Zeit  stehen,  es  bildet  sich 
dann  sowohl  ein  Niederschlag,  als  ein  Häutchen  an  der  Oberfläche. 
Man  führt,  um  die  Lösung  ganz  klar  zu  erhalten,  eine  Pipette  in 
die  Mitte  der  Lösung,  entnimmt  hier  beliebige  niederschlagsfreie 
Mengen;  Pipette  sowohl  als  Gefässe  müssen  absolut  trocken  sein, 
weil  sonst  sofort  wieder  Trübungen  auftreten.  In  dieser  Mischung 
färbt  sich  das  Hämoglobin  gelb  bis  orange,  die  Kerne  grünlich, 
die  neutrophile  Körnung  violett,  die  eosinophile  dunkelgrau  mit 
einem  Stich  in's  Blaue. 

Ziu:  Darstellung  der  Zellen  des  Blutes  dient  folgende  Mischung:') 
100  ccm  Wasser,  100  ccm  Glycerin,  100  ccm  absoluter  Alkohol, 
Hämatoxylin  1  bis  2  gr ,  Alaun  bis  zur  Sättigung ,  Eosin  1  gr, 
Eisessig  10  ccm;  die  rothen  Blutkörperchen  zeigen  eine  intensiv 
rothe  Farbe,  die  Kerne  der  Lymphocyten  und  Polynucleären  sind 
intensiv  blau,  die  Kerne  der  Mononucleären  bläulichgrau  gefärbt. 
Das  Protoplasma  der  grossen  Lymphocyten  und  der  Polyüucleären 
ist  röthlich,  das  der  Mononucleären  dunkelgrau. 

Die  Wichtigkeit  dieser  Untersuchungsmethoden  für  den  Nach- 
weis von  Mikroorganismen  im  Blute  ist  von  Koch 2)  schon  längst 
dargelegt  worden,  hat  aber  die  nöthige  Beachtung  noch  nicht  überall 
gefunden.  Die  hier  gegebene  Darstellung  war  deshalb  durchaus  er- 
forderlich und  um  so  nöthiger,  als  in  Folge  der  schweren  Zugäng- 
lichkeit der  Original-Arbeiten  selbst  unsere  guten  Handbücher  der 
histologischen  Technik  hierüber  ungenügend  berichten. 

Die  Färbung  der  Geissein,  Fig.  4  (7,  9,  14,  16),  welche 
sich  im  hängenden  Tropfen  in  der  feuchten  Kammer  durch  einen 


1)  Ehrlich:  Deutsche  med.  Wochenschrift  1883,  No.  4G. 

2)  Mittheilungen  Bd.  1,  1881,  S.  7. 
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Strudel  au  eiuem  oder  beiden  Polen  der  Bakterien  bemerkbar 
machen,  gelingt  an  Deckglas-Trockenpräparaten  nach  Koch^)  am 
besten  durch  Zusatz  von  concentrirten  wässrigen  Lösungen  von  Extr. 
campech.  Die  Geissein  werden  braun  gefarl)t,  doch  ist  die  Färbung 
in  dieser  Weise  nicht  haltbar.  Man  legt  deshalb  die  gefärbten  Prä- 
parate einige  Zeit  in  0,5^  ige  Chromsäure  oder  in  Müll  er 'sehe 
Lösimg,  es  bildet  sich  dann  eine  unlösliche  braunschwarze  Verbin- 
dung des  Extr.  campech.  mit  der  Chromsäure.  Nach  dem  Abspülen 
können  diese  Präparate  dii-ect  in  Glycerin,  oder  nach  vorausgegangenem 
Trocknen  in  Canadabalsam  conservirt  werden. 

Färbung  der  Sporen.    Taf.  IL  Fig.  9. 

Beobachtet  und  gezeichnet,  aber  nicht  richtig  erkannt,  wurden 
Sporen  von  Bakterien  zuerst  wohl  von  P  e  r  t  y.^)  P  a  s  t  e  u  r  3)  machte 
dann  einen  scharfen  Unterschied  zwischen  der  Biologie  der  Organismen 
und  ihrer  Keime,  ohne  aber  die  Frage  morphologisch  ganz  zu 
lösen.  Der  erste,  welcher  die  Bildung  und  Auskeimung  der  Sporen 
biologisch  und  morphologisch  erkannte,  war  Cohn.*)  Weitere 
Einzelheiten  brachten  Koch,  Brefeld,  Buchner  und  besonders 
Pr  azmo  wski^),  welcher  verschiedene  Arten  der  Sporenauskeimung, 
Fig.  4  (18  und  19)  sicher  stellte,  wodurch  dieser  Fructifications- 
vorgang  eine  erhöhte  Bedeutung  gewinnt. 

Die  Beobachtung  der  Sporen  erfolgte  bis  vor  Kurzem  aus- 
schliesslich im  ungefärbten  Zustande,  Fig.  4  (5  b,  8,  9,  10,  12).  Sie 
erscheinen  besonders  schön  im  hängenden  Tropfen  und  bei  Abbien- 
dung als  starkglänzende  rundliche  oder  ovale  Körperchen  in  den 
weniger  glänzenden  Bakterien  oder  frei  neben  denselben.  Bald  liegen 

1)  Verfahren  zur  Untersuchung  etc.  Beiträge  zur  Biologie  der  Pflanzen 
1877,  Bd.  II.   3.  Heft,  S.  419. 

2)  Zur  Kenntnisg  kleinster  Lebensformen  1852,  Taf.  XV,  Fig.  26  und 
folgende. 

*)  Etudes  sur  la  maladie  des  vers  ä  soie,  1870,  I,  S.  228. 

*)  Beiträge  zur  Biologie  der  Pflanzen  1876,  II.  Bd.,  2.  Heft.  S.  263. 

6)  Untersuchungen  über  die  Entwicklungsgeschichte  und  Fennentwirkung 
einiger  Bakterien-Arten  1880  und  Uebcr  den  genetischen  Zusammenhang  der 
Milzbrand-  und  Heubakterien.   Biolog.  Centralblatt  1884,  No.  13. 
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sie  mehr  nach  der  Mitte  zu,  bald  ganz  am  Ende;  die  Zellen,  in 
denen  sie  sich  bilden,  sind  bald  unverändert,  bald  eigentliümlich 
aufgetrieben.  Da  contrahirtes  Bakterienprotoplasma  nach  Praz- 
mowski  gleichfalls  stärker  lichtbrechend  ist,  so  ist  das  Gesammt- 
verhalten  in  Betracht  zu  ziehen,  um  ein  stärker  lichtbrechendes 
Körperchen  als  Spore  zu  erklären. 

Hierher  gehört  einmal  das  obige,  regelmässig  unter  bestimmten 
biologischen  Umständen  eintretende  morphologische  Verhalten,  die 
grosse  Resistenz  gegen  chemische  Eingriffe,  und  besonders  gegen  hohe 
Temperaturen  und  die  Beobachtung,  dass  sich  bei  der  An- 
wendung wässriger  oder  verdünnter  alkoholischer  Lö- 
sungen die  Sporen  nicht  färben  und  als  ungefärbte  glän- 
zende Lücken  in  den  gefärbten  Bakterien  erscheinen. 

Eine  zufällige  Beobachtung  lehrte  aber,  die  Sporen  auch  gefärbt 
zur  Anschauung  zu  bringen.  Koch^)  sah,  dass  sich  bei  Färbung 
der  Tuberkelbacillen  mit  Anilinwasser-Methylenblau  die  Sporen  einer 
gi-ossen  Bacillenart  gleichfalls  blau  färbten,  während  sich  die  Bacillen 
selbst  bei  der  Nachbehandlung  braun  färbten.  Die  Sporen  anderer  Ba- 
cillen vermochte  Gaffky  nicht  in  dieser  Weise  zu  färben.  Dagegen 
gelang  es  Neisser,  die  Sporen  roth,  die  Bacillen  blau  zu  färben, 
wenn  er  Anilinwasser-Fuchsin  warm  anwandte  und  mit  Methylenblau 
nachfärbte,  und  Bienstock^)  machte  von  dieser  Färbung  Gebrauch. 
Weiter  ermittelte  Büchner^)  ein  Verfahren  zur  isolirten  Färbung 
der  Sporen.  Weil  die  Färbung  der  lebenden  Bakterien  nicht  gelingt, 
wohl  aber  der  durch  Trocknen  und  Erhitzen  getödteten,  glaubte 
Bu ebner  den  Grund  der Nichtfärbung  der  Sporen  in  der  grösseren 
Resistenz  der  Sporenmembran  suchen  zu  müssen.  Er  suchte  deshalb 
die  Sporenmembran  von  bac.  subtilis  zu  tödten  und  dadurch 
für  Farben  zugänglich  zu  machen,  und  erreichte  dies  indem  er  die 
Deckglas-Trockenpräparate  V2  bis  1  Stunde  auf  210'^  im  Trocken- 
schrank erhitzte  oder  1  Stunde  bei  120  <>  im  Dampfkessel  hielt,  oder 
indem  er  das  Präparat  mit  concentrirter  englischer  Schwefelsäure 

1)  Mittheilungen  1884,  Bei.  H,  Tafel  V,  Fig.  23. 

2)  Zeitschrift  für  klin.  Med.  1884,  S.  1. 

S)  Ueber  das  Verhalten  der  Spaltpilz-Sporen  zu  den  Anilinfarben.  Aerzt- 
liches  Intelligenzblatt  1884,  No.  33,  S.  370. 
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betupfte  und  nach  15  Secunden  sorgfaltig  auswusch,  oder  endlich, 
indem  er  concentrirte  Kalilauge  längere  Zeit  einwirken  Hess.  In 
den  so  behandelten  Präparaten  far])ten  sich,  besonders  durch  Methylen- 
blau, die  Sporen  allein,  während  die  Bakterien  selbst  keine  Farbe 
mehr  annahmen. 

Noch  vor  Bekanntwerden  der  kurzen  Mittheilung  von  Bu ebner 
hatte  ich  versucht,  die  Sporen  in  Doppelfärbungen  und  isolirter 
Färbung  zur  Anschauung  zu  bringen.  Wenn  auch  die  Untersuchungen 
noch  nicht  nach  allen  Richtungen  abgeschlossen  sind,  so  theile  ich 
doch  die  allgemeinen  Resultate  hier  mit,  weil  dieser  Theil  der 
Färbetechnik  noch  wenig  bekannt  und  geübt  ist. 

Untersucht  man  kurz  vor  der  Sporenbildung  im  hängenden 
Tropfen,  so  findet  man  in  vielen  Bakterien  schon  glänzende  Kör- 
perchen, welche  aber  nicht  die  Gleichmässigkeit  der  Sporen  haben. 
Färbt  man  die  getrockneten  und  durch  dreimaliges  Durchziehen  durch 
die  Flamme  fixirten  Präparate  mit  wässrigen  oder  verdünnten  alko- 
holischen Farblösungen,  so  findet  man  in  diesem  Stadium  die  Bak- 
terien nicht  so  gleichmässig  gefärbt  wie  sonst,  sondern  einzelne 
Parthien  stärker  gefärbt.  Dieses  contrahirte  Protoplasma  färbt  sich 
besser,  als  das  nicht  verdichte  Bakterien-Protoplasma.  Andeutungen 
hierüber  hatte  ich  schon  früher  bei  den  Involntionsformen  des  bac. 
cyanogenus  gesehen.  Dann  folgt  ein  Stadium,  in  dem  die  glänzen- 
den Körperchen  schon  viel  gleichmässiger  sind,  aber  sich  noch  sehr 
gut  färben,  und  dann  folgt  ein  Stadium,  in  welchem  sich  ebensolche 
glänzende  Körperchen  in  den  ungefärbten  Präparaten  finden,  welche 
aber  keine  Farbe  mehr  annehmen.  Erst  jetzt  ist  die  Spore  fertig  durch 
Bildung  einer  schwer  durchgängigen  Membran,  welche  die  Aufnahme 
des  Farbstoffs  verhindert. 

Zieht  man  das  lufttrockne  Deckglaspräparat  dreimal  durch  die 
Flamme,  so  färben  sich  in  diesen  Präparaten  Bakterien  und  Kerne 
gleich  gut,  zieht  man  öfter,  bis  zu  etwa  6  Mal  durch  die  Flamme, 
so  färben  sich  suceessive  die  Bakterien  immer  schlechter,  die  Kerne 
noch  immer  gut,  aber  auch  das  contrahirte,  aber  noch  nicht  zur 
ächten  Spore  gewordene  Protoplasma  der  Bakterien  fiirbt  sich  noch. 
Man  kann  dann  neben  den  Kernen  oft  körnige  Elemente  sehen,  über 
deren  Zugehörigkeit  zu  den  schlecht  gefärbten  Bakterien  mau  leicht 
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sich  tänscheu  kann.  Zieht  mau  noch  öfter,  bis  zu  10  Mal,  durch 
die  Flamme,  so  verlieren  auch  die  Kerne  und  das  contrahirte  Proto- 
plasma die  Fähigkeit,  Farben  aufzunehmen,  dagegen  gewinneu  diese 
Fähigkeit  die  Sporen. 

ßei  einzelnen  Fäulnissbacillen  genügt  schon  7  maliges  Durch- 
ziehen, bei  andern  erst  10  maliges  (im  Trockenschrank  war  das  gleiche 
Stadium  bei  ca.  180"  resp.  200"  in  etwa  V,i  bis  V2  Stunde  erreicht). 
Die  Sporen  nehmen  dann  wässrige  Lösungen  von  rothen,  violetten, 
blauen,  braunen  und  grünen  basischen  Anilinfarben  an.  Diese  iso- 
lirten  Färbungen  sind  zur  Prüfung  der  Kesistenz  der  Sporen, 
wie  Buchner  meinte,  vielleicht  mit  zu  benutzen.  Da  man  hier- 
bei aber  über  das  Verhalten  der  Sporen  zu  den  Bakterien  nichts 
erfährt,  ist  es  besser,  Doppelfärbungen  anzuwenden.  Das  Ver- 
fahren ist  fast  dasselbe,  quantitativ  gesteigerte,  wie  bei  den  Tuberkel- 
bacillen.  Man  färbt  entweder  die  dreimal  durch  die  Flamme  ge- 
zogenen Präparate  mit  der  starken  alkalischen  Lösung,  welche  man 
12  bis  24  Stunden  einwirken  lässt  (weniger  gut  durch  Erwärmen 
auf  1  Stunde  abzukürzen),  und  färbt  mit  Vesuvin  nach,  oder  man 
benutzt  die  Anilinwasser-Farblösungen,  von  denen  die  von  N  e  i  s  s  e  r 
vorgeschlagene  sich  mir  bis  jetzt  als  die  bequemste  und  zuverläs- 
sigste erwiesen  hat:  Färben  in  heissem  Anilinwasser-Fuchsin,  Ent- 
färben dm-ch  Salpetersäure,  Nachfärben  mit  Methylenblau.  Tafel  II, 
Fig.  9. 

Einzelne  Sporen  färben  sich  übrigens  schon  in  gesättigten,  wäss- 
rigen  und  verdünnten  alkoholischen  Lösungen  bei  gleichzeitigem  Er- 
wärmen. Die  Differenzen  unter  den  Sporen  scheinen  in  Bezug  auf 
die  Färbbarkeit  kaum  geringer,  als  unter  den  Bakterien  selbst. 

Schnitt-Präparate. 

Frische  Organstüekchen  kann  man  mit  dem  Gefriermikrotom 
schneiden.  Die  Schnitte  werden  in  V2  %  iger  Kochsalzlösung  auf- 
genommen und  zum  Theil  frisch  untersucht,  zum  Theil  gefärbt. 
Zum  letzteren  Zwecke  wird  der  Schnitt  nach  Weigert i)  in  der 
Lösung  auf  einem  Spatel  mit  Hülfe  von  Nadeln  gut  ausgebreitet,  dauu 

1)  Virchow's  Archiv  für  pathologische  Anatomie,  Bd.  84  1881,  S.  290. 
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herausgenommen  und  die  überschüssige  Salzlösung  mit  Fliesspapier 
entfernt.  Darauf  bringt  man  den  Schnitt,  ihn  langsam  senkend,  in 
absoluten  Alkohol,  in  dem  er  mindestens  so  lange  bleibt,  bis  alle 
beim  Aufthauen  entstehenden  Luftblasen  verschwunden  sind.  Dann 
kommt  der  Schnitt  in  Farblösungen,  von  denen  für  diesen  Zweck 
Vesuvin  sich  am  meisten  bewährt  hat,  weil  bei  den  anderen  Farben 
der  Schnitt  länger  im  Alkohol  bleiben  muss.  Nach  Friedländer') 
kann  man  den  Schnitt  auch  aus  der  Kochsalzlösung  in  die  braune 
Farblösung  bringen,  von  dort  auf  kurze  Zeit  in  Alkohol,  dann  in 
Glycerin  oder  in  Nelkenöl  und  Balsam. 

Für  das  Studium  der  Bakterien  scheint  mir  die  Anfertigung 
von  frischen  Schnitten  zur  Orientirung  eine  ganz  überflüssige  Arbeit. 
In  derselben  Zeit,  in  welcher  man  einen  für  diese  Zwecke  brauch- 
baren Schnitt  macht,  kann  man  ein  ganzes  Dutzend  Deckglas- 
Trockenpräparate  mit  dem  Gewebssaft  anfertigen,  welche  über  das 
Vorkommen  und  den  Gehalt  an  Bakterien  besser  orientiren. 

Zum  genauen  Studium  des  Vorkommens  und  der 
Vertheilung  von  Bakterien  in  den  Geweben  ist  es  er- 
forderlich die  Gewebe  gut  zu  härten  und  aus  den  ge- 
härteten Geweben  mit  dem  Mikrotom  Serien  von  feinen 
Schnitten  anzulegen.  Diese  Schnitte  werden  theils  ungefärbt, 
theils  nach  vorausgegangener  Färbung  untersucht.  Da  sowohl  die 
Färbung  selbst  als  die  zur  guten  Färbung  erforderliche  maximale 
Entfärbung  sehr  abhängig  ist  von  dem  durch  die  Härtung  herbei- 
geführten Zustande  der  Präparate,  so  ist  man  für  die  Bakterien- 
Präparate  in  erster  Linie  auf  den  absoluten  Alkohol  als 
Härtungsmittel  angewiesen.  Die  Färbungsfähigkeit  der  mit 
anderen  Mitteln,  wie  Chromsalzen,  gehärteten  Gewebe  ist  inconstant; 
möglicherweise  sind  aber  diese  Härtungsmittel  für  andere  parasitäre 
Mikroorganismen  günstiger  als  Alkohol  (cfr.  S.  51). 

Die  Färb  barkeit  der  Albuminate  hängt  sehr  von  ilirem  Gehalte 
an  Wasser  ab.  Da  das  durch  Alkohol  coagulirte  Eiweiss  eine  ge- 
wisse Menge  von  Wasser  zurückhält,  welches  ihm  erst  allmählich 
im  Verlaufe  einiger  Tage  durch  den  absoluten  Alkohol  ganz  ent- 


1)  Mikroskopische  Technik,  2.  Aufl.,  S.  119. 
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zogen  wird,  so  miiss  die  Härtung  in  Alkohol  so  lange  dauern,  bis 
ganz  constante  Verhältnisse  eingetreten  sind.  Zu  diesem  Zwecke 
lässt  man  kleine  Stückchen  der  Organe  von  etwa  Haselnuss- 
grösse  mindestens  drei  Tage  in  einer  grossen  Menge 
von  oft  gewechseltem  absolutem  Alkohol. 

In  den  frischen  oder  gehärteten,  nicht  gefärbten 
Schnitten  werden  Bakterien  nachgewiesen  durch  ihre 
Kesistenz  gegen  Säuren  und  Alkalien^).  Die  Schnitte 
werden  durch  50  ^  ige  Essigsäin-e  oder  1  bis  3  %  ige  Kali-  oder 
Natronlauge  sehr  stark  aufgehellt.  Die  Bakterien  widerstehen  dieser 
Behandhmg  nach  v.  Eecklinghausen  (S.  26).  Alte  Spiritus- 
präparate werden  in  diesen  Lösungen  bis  zur  Blasenbildung  erwärmt. 
Die  Bakterien  sind  in  solchen  durchsichtig  gemachten  Präparaten 
zum  Theil  an  der  charakteristischen  Form  der  einzelnen  Bakterien 
zu  erkennen,  wie  es  von  Baumgarten  (S.  26)  für  Tuberkel- 
bacillen,  von  Friedländer  für  Ileotyphus  gefunden  wurde.  Bei 
den  nicht  durch  scharfe  Form  der  Einzelindividuen  markirten  Bak- 
terien, besonders  den  Kokken,  macht  sich  die  Gruppenbildung, 
Diplokokken,  Sarcina,  Torula,  Zoogloea,  bemerkbar.  Diese  gleich- 
mässigen  Körner  widerstehen  dem  Aether  und  Chloroform,  welche 
Fetttröpfchen,  mit  denen  eine  Verwechslung  möglich  wäre,  auf- 
lösen. In  den  Gefässen  markiren  sich  die  Kokkenanhäufungen  nach 
V.  Kecklinghausen  bisweilen  dadurch,  dass  sie  in  Folge  ihres 
Wachsthums  die  Gefässe  varicös  auftreiben.  „Wenn  wir  in  einem 
Schnitte,  der  vom  frischen  oder  in  Alkohol  gehärteten  Organ  her- 
rührt, Haufen  oder  Ketten  kleiner  Körnchen  finden,  die  unter  sich 
von  annähernd  gleicher  Grösse  sind,  die  so  wohl  der  Behandlung 
mit  Alkohol  und  Aether,  als  auch  der  energischen  Einwirkung  von 
concentrirter  Essigsäure  und  der  Alkalien  auch  beim  Erwärmen 
resistiren,  so  sind  wir  nach  Fri e dl än d  er ' s  Zusammenfassung*) 
berechtigt,  die  Körner  als  Organismen  anzusprechen." 

Wichtiger  ist  der  Nachweis  der  Bakterien  in  den  durch 
Alkohol  gehärteten  Schnitten  durch  Färbung.»)  Die  7Air 

1)  cfr.  Priedländer's  Zusammenstellung  in  der  Mikroskopischen  Tech- 
nik, 2.  Aufl.,  S.  45. 

ä)  Mikroskopische  Technik,  2.  Aufl.,  S.  46. 
8)  Litteratur,  cfr.  S.  29. 
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Erreicliung  constanter  Verhältnisse  erforderliche  Dauer  der  Alkohol- 
härtung setzt  die  Färbbarkeit  vieler  Elemente  herab,  so  dass  die  Fär- 
bung der  gehärteten  Schnitte  in  der  Regel  eine  quantitative  Steige- 
rung der  für  Deckglas-Trockenpräparate  ausgebildeten  Färbemethodik 
erfordert.  Die  Schnitte  werden  erst  flberfärbt  und  dann  durch  se- 
cundäre  , maximale"  Entfärbung  der  richtige  Grad  der  Kern-  und 
Bakterienfärbung  herbeigeführt. 

Die  in  Alkohol  geschnittenen  und  in  Alkohol  aufgenommenen 
Schnitte  werden  in  eine  gesättigte  wässrige  oder  verdünnte 
alkoholische  Lösung  der  Farben  gebracht,  in  der  sie  5  Minuten 
bis  eine  halbe  Stunde  verweilen.  Durch  Erwärmen  auf  40  bis  50" 
kann  die  Zeit  etwas  abgekürzt  und  vielfach  auch  die  Intensität  der 
Färbung  gesteigert  werden.  Gentianaviolett  wird  nach  Weigert 
sehr  vortheilhaft  auch  in  1  ^  iger  wässriger  Lösung  verwandt.  Die 
Schnitte  werden  dabei  diffus  gefärbt. 

Bei  dieser  Färbungsweise  unterlässt  man  die  früher  vielfach 
übliche  Entfärbung  durch  Essigsäure,  weil  manche  Bakterien,  wie 
Rotz-  und  Typhusbacillen,  in  kurzer  Zeit  den  Farbstoff  mehr  oder 
weniger  vollständig  verlieren.  Die  Schnitte  werden  zur  Entfernung 
eines  Ueberschusses  an  Farbe  aus  der  Farblösung  in  destillirtes 
Wasser  gebracht.  Im  destillirten  Wasser  werden  sie  sorgfaltig 
auf  einem  Spatel  ausgebreitet  und  mit  diesem  Spatel  langsam  sen- 
kend in  absoluten  Alkohol  gebracht  zur  Differenzirung 
der  Bakterien  und  Kerne  und  zum  Entwässern.  Im  Al- 
kohol, der  ganz  säurefrei  sein  muss,  verbleiben  sie  einige  Minuten ; 
dann  werden  sie  in  Terpentinöl  oder  Gedern  öl  übertragen  zum 
Aufhellen  und  können  in  diesem  Oel  direct  untersucht  Averden. 
Zum^  Conserviren  saugt  man  das  Oel  mit  Fliesspapier  ab  und 
legt  dann  in  Canadabalsam  ein.  Da  der  Balsam  in  den  Im- 
mersionsflüssigkeiten sich  löst,  muss  man  den  Balsam  genügend  hart 
werden  lassen,  um  nicht  durch  Verschieben  des  Deckgläschens  eine 
Lösung  des  Balsams  herbeizuführen.  Will  man  frisch  in  Balsam 
eingelegte  Präparate  untersuchen  oder  versenden,  so  umrandet  man 
das  Deckglas  zur  Fixirung  auf  dem  Objectträger  am  besten  mit 
Schellack  oder  Maskenlack,  der  sich  in  der  Immersionsflüssigkeit 
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nicht  löst.  Audi  für  Schnitte  sind  möglichst  verschiedene  Farben 
in  Anwendung  zu  ziehen. 

Bei  Anwendung  dieser  Färbemethode  färben  sich  die  Typhus- 
bacillen  schlecht ;  die  Recurrensspirochäten  mir  in  braunen  Farben  und 
auch  dann  noch  nicht  gut ;  die  Leprabacillen  schlecht  in 'braunen,  gut 
in  rothen  und  blauen  Farben. 

Für  diese  Fälle  lässt  sich  ausreichende  Intensität  der  Färbung 
erzielen  durch  Anwendung  der  starken  alkalischen  Lösung 
(S.  35),  welche  sich  dadurch  nach  Löffler  als  die  univer- 
sellste aller  bis  jetzt  für  Schnitte  versuchten  Lö- 
sungen erweist. 

Die  Schnitte  werden  einige  Minuten  in  diese  Lösung  gelegt, 
dann  einige  Sekundep  iu  V2  bis  1  %  iger  Essigsäure  hin  und  herbewegt 
um  den  überschüssigen  Farbstoff  aus  den  Geweben  zu  entfernen  und 
Bakterien  und  Kerne  zu  differenziren,  kommen  dann  zum  Entwässern 
einige  Minuten  in  Alkohol,  werden  in  Cedernöl  aufgehellt  und  in 
Canadabalsam  conservirt.  Bei  dieser  Behandlung  färben  sich  viele 
sonst  sehr  schwer  zu  färbenden  Bakterienarten  fast  gleich  gut: 
Tuberkelbacillen  eben  so  gut,  wie  bei  den  andern  Methoden ;  ebenso 
Eotzbacillen,  welche  bei  Anilinwasser-Farblösungen  durch  die  Essigsäure 
ganz  entfärbt  werden;  Typlmsbacillen ;  Recurrensspirochäten,  welche 
sich  auf  andere  Weise  in  Schnitten  bis  jetzt  nur  höchst  mangelhaft 
haben  färben  lassen.  Bei  den  meisten  anderen  Bakterien  ist  aller- 
dings keine  so  auffallende  Differenz  zu  Gunsten  dieser  Methode  be- 
merkbar. Die  vergleichende  Färbung  durch  Anwendung  wässriger 
und  alkalischer  Lösungen  lässt  bisweilen  schon  rein  mikroskopische 
Differenzen  erkennen,  welche  zur  Differentialdiagnose  bei  morpho- 
logisch ähnlichen  Arten  brauchbar  sind. 

Zur  isolirten  Färbung  der  Bakterien  in  Schnitten  bringt 
man  nach  Koch  die  Schnitte  aus  der  Farblösung  in  eine  Lösung 
von  kohlensaurem  Kali,  welche  man  sich  derart  herstellt,  dass  man 
eine  gesättigte  Lösung  dieses  Reagens  mit  gleichen  Th eilen  destil- 
lü-tem  Wasser  verdünnt.  In  dieser  Lösung  bleiben  die  Schnitte  un- 
gefähr 5  Minuten,  werden  dann  mit  dem  Spatel  in  Alkohol  über- 
tragen, darauf  in  Cedernöl  aufgehellt  und  in  Balsam  conservirt. 
Bei  dieser  Methode  kann  man  verschiedene  Farben  anwenden.  Waren 
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die  Sclinitte  in  Anilinöl-Gentianaviolett  gefärbt,  so  ist  die  Isoliriing 
nach  der  Gram' sehen  Methode  (S.  45)  für  die  meisten  Bakterien 
noch  schöner.  Die  Schnitte  kommen  aus  dem  Alkohol,  in  dem  sie 
nach  dem  Schneiden  aufbewahrt  wurden.  1  bis  3  Minuten  (Tuberkel- 
bacillen  in  Schnitten  12  bis  24  Stunden)  in  die  Anilinwasser- 
Gentianaviolett-Lösung,  dann  werden  sie  ohne  oder  nach  einer  leich- 
ten Abspülung  in  Alkohol  in  die  Jod-Jodkaliumlösung  übertragen, 
in  der  sie  1  bis  3  Minuten  verweilen.  In  der  Jodlösung  tritt  ein 
Niederschlag  ein  imd  die  Schnitte  werden  schwarz-purpurroth  ge- 
färbt. Dann  kommen  die  Schnitte  in  Alkohol  bis  zur  vollständigen 
Entfärbung,  darauf  in  Oel,  dann  in  Balsam.  Die  Bakterien  er- 
scheinen dann  dunkelblau,  die  Kerne  und  das  Gewebe  schwach 
gelblich.  Die  Kapselkokken  der  Pneumonie  (wenigstens  in  der 
Regel)  und  eben  so  die  Typhusbacillen  werden  ebenso  entfärbt  wie 
die  Kerne. 

Doppelfärbungen  in  Schnitten  lassen  sich  derart  herstellen, 
dass  man  die  nach  Gram  isolirt  gefärbten  Schnitte  nach  dem  Ent- 
färben in  Alkohol  in  eine  schwache  wässrige  Lösung  von  Vesuvin 
bringt,  dann  wieder  in  Alkohol  entwässert,  in  Oel  aufhellt  und  in 
Balsam  einschliesst.  Die  Kerne  erscheinen  dann  braun,  die  Bak- 
terien bleiben  blau. 

Carmin  und  Hämatoxylin  färben,  wie  schon  erwähnt,  nicht  alle 
Bakterien  und  auch  diese  nicht  so  gut  wie  die  basischen  Anilin- 
farben, während  sie  Kernfärbemittel  ersten  Ranges  sind.  Man  kann 
deshalb  nach  Koch 's  Methode  isolirt  blau  gefärbte  Bakterien- 
Schnittpräparate  in  eine  kernfärbende  Carminlösung  (roth  geförbte 
in  Hämatoxylin)  etwa  10  Minuten  bringen  um  die  Kerne  nachzu- 
färben; dann  kommt  wieder  Alkohol,  Oel,  Balsam. 

Waren  die  Schnitte  in  concentrirten  wässrigen  oder  verdünnten 
alkoholischen  Lösungen  diffus  gefärbt,  so  bringt  man  sie  zuerst  in 
Alkohol  zur  Differenzirung  der  Bakterien  und  der  Kerne,  dann  kom- 
men sie  zur  Entfernung  des  Alkohols  einen  Moment  in  Wasser  und 
dann  in  die  Carmin-  oder  Hämatoxylinlösung,  je  nachdem  die  erste 
Färbung  mit  blauen  oder  rothen  Anilinfarben  vorgenommon  war. 
Eür  diese  Fälle  empfieht  sich  nach  W  e  i  g  o  r  t  besonders  1  %  ige 
wässrige  Lösung  von  Gentianaviolett  und  Nachfärben  mit  Piorocarmiu. 
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Die  Zeit  der  gewöhnlichen  Kernfärbiing  von  ca.  10  Minuten  muss 
dabei  etwas  überschritten  werden,  weil  das  Carmin  erst  das.  Geutiana- 
violett  aus  den  Kernen  verdrängen  muss.  Die  Zeit  beträgt  etwa 
V,  bis  1  Stunde.  Bei  Kokken  wird  bei  noch  längerer  Einwirkung 
manchmal  durch  das  Carmin  auch  die  Anilinfärbung  der  Bakterien 
beeinträchtigt. 

Diese  dilterente  Election  der  Bakterien  und  Kerne  kann  man 
vielleicht  noch  vortheilhafter  derart  verwenden,  dass  man  die  Schnitte 
erst  etwa  10  bis  15  Minuten  in  die  Carmin-  oder  Hämatoxylinlösung 
bringt;  in  dieser  Zeit  werden  die  Kerne  gut  und  dauerhaft  gefärbt, 
während  die  Bakterien  nicht  oder  nur  schlecht  gefärbt  sind.  Nach 
Abspülen  in  Wasser  kommen  die  Schnitte  dann  in  die  basische 
Anilinfarbe,  in  welcher  sich  die  Bakterien  färben,  während  der  erste 
Farbstoff  aus  den  Kernen  nicht  verdrängt  wird.  Dann  folgt  wieder 
Alkohol,  Oel,  Balsam.  Wendet  man  Picrocarmin  an,  statt  des  ge- 
wöhnlichen Carmin,  so  erhält  man  dreifache  Färbungen  (S.  36). 

Eine  Verwechslung  mit  Kokken  können  in  Schnitten  leicht  die 
sogenannten  Mastzellen  herbeiführen.  Es  sind  dies  kugelige 
oder  spindelförmige  Zellen  mit  grobkörnigem  Protoplasma,  dessen 
Granulationen  sich  den  bassischen  Anilinfarben  gegenüber  wie  die 
meisten  Kokken  verhalten.  Die  Kerne  dieser  Zellen  färben  sich 
nicht,  so  dass  leicht  der  Anschein  einer  Kokkenkolonie  entsteht,  mit 
der  dieselben  schon  oft  verwechselt  wurden. 

Diese  Granulationen  zeigen  nicht  die  Eesistenz  gegen  Säuren  und 
Alkalien  und  sind  nie  von  so  ganz  gleicher  Grösse  wie  die  Kokken; 
weiter  sind  sie  durch  den  Ort  ihres  Vorkommens  meist  zu  erkennen, 
da  sie  gewöhnlich  der  Gefässwand  aufsitzen.  Ein  genaues  Studium 
dieser  Zellen  ist  höchst  nothwendig  und  hierzu  empfiehlt  sich  be- 
sonders das  Ohr  der  weissen  Mäuse.  Eine  definitive  Entscheidunsr 
ist  oft  nur  durch  isolirte  Bakterienfärbung  zu  erreichen,  bei  der  die 
Mastzell-Granulationen  ungefärbt  bleiben. 

Zur  gleichzeitigen  Färbung  der  meisten  Kokken  und  der  Mast- 
zellen empfiehlt  sich  nach  Ehrlich-Westphal  folgende  Lösung, 
welche  auch  die  Unterscheidung  anderer  Bakterien  von  Kernen  ge- 
stattet. 

Ilueppe,  Bakterien-Forachung.  t 
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1 00  ccm  P  a  r  t  s  c  h  -  G  r  e  n  a  c  h  e  r '  sches  Carmin  (Carmin  pur. 
2,0,  aq.  200,0,  Alaim  5,0  eine  viertel  Stunde  ge- 
kocht, filtrirt,  Zusatz  von  acid.  carbol.  1,0), 

100  ccm  Glycerin, 

100  ccm  conc.  alkohol.  Lösung  von  Dahlia, 
20  ccm  Eisessig. 

In  dieser  Lösung  bleiben  die  Schnitte  24  Stunden,  dann  kommen 
sie  einige  Minuten  in  Alkohol,  darauf  in  Oel  und  dann  in  Balsam. 
In  dieser  Lösimg  nehmen  die  Kerne  eine  rothe,  die  Mastzell-Granu- 
lationen und  die  Bakterien  eine  blauviolette  Farbe  an. 

Zur  Darstellung  der  Kapselkokken  der  Pneumonie  wen- 
det Friedländer  (mündliche  Mittheilung)  jetzt  an: 

conc.  alkohol.  Gentianaviolett-Lösung  .  50 

Aq.  dest  100 

Ac.  acet   10 

Die  Schnitte  bleiben  24  Stunden  in  der  Lösung,  kommen  zur 
Differential-Entfärbung  einige  Minuten  in  1  ^  ige  Essigsäm-e,  dann 
folgen  Alkohol,  Oel,  Balsam  wie  gewöhnlich.  Eine  etwaige  Differential- 
diagnose wird  mikroskopisch  möglich  dadurch,  dass  bei  der»Gram'- 
schen  Methode  diese  Kapselkokken  sich  entfärben,  während  die  übri- 
gen Kokken  (alle?)  die  Farbe  behalten. 

Babes^)  empfiehlt  Safranin  zur  Färbung  der  Bakterien  in 
Schnitten.  Man  lässt  die  Schnitte  eine  halbe  Stunde  in  einer  Mischung 
liegen,  welche  aus  gleichen  Theilen  einer  concentrirten  wässrigen 
und  einer  concentrirten  alkoholischen  Lösung  besteht.  Dann  werden 
die  Schnitte  kurz  in  Wasser  und  einige  Minuten  in  Alkohol  gebracht; 
darauf  folgt  Terpentinöl  und  Balsam.  Die  Bakterien  sind  bisweilen 
fast  isolirt  roth  gefärbt.  Die  Methode  bietet  keine  Vortheile,  da  sich 
die  Kokken  wohl  gut,  die  übrigen  Bakterien  zum  Theil  gar  nicht, 
zum  Theil  viel  schlechter  färben  als  bei  den  anderen  Methoden. 

Die  Typhusbacillen  färben  sich  bei  der  gewöhnlichen  Art 
schlechter  als  die  meisten  übrigen  Bakterien,  selbst  wenn  man  die 
Lösungen  erwärmt.  Nach  Gaffky^)  lässt  man  die  Schnitte  am 
besten  20  bis  24  Stunden  in  emer  tiefblauen  undurchsichstigen 


1)  Archiv  f.  mikroskopische  Anatomie,  Bd.  22,  S.  359. 

2)  Mittheilungen  1884,  Bd.  II.,  S.  378. 
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Lösimg,  welche  durch  Eingiessen  einer  gesättigten  alkoholischen 
Lösung  von  Methylenblau  in  destillirtes  Wasser  jedesmal  frisch  be- 
reitet wird.  Dann  werden  die  Schnitte  in  ganz  säurefreiem  destil- 
lirtem  Wasser  abgespült,  in  absolutem  Alkohol  entwässert,  in 
Terpentinöl  aufgehellt  und  in  Balsam  cofiservirt.  Auch  in  der  alka- 
lischen Lösung  von  Methylenblau  färben  sie  sich  gut,  während  sie 
bei  der  Gram' sehen  Methode  entfärbt  werden. 

Die  Rotzbacillen  werden  nach  Färben  in  Anilinwasser-Farb- 
lösungeri  durch  essigsäurehaltiges  Wasser  entfärbt,  dagegen  dm'ch 
die  alkalische  Lösung  von  Methjdenblau  gut  gefärbt. 

Die  Leprabacillen  färben  sich  in  Schnitten  wie  die  Tuberkel- 
bacillen.  Zur  Diiferentialdiagnose  empfiehlt  desshalb  Baum  garten, 
(S.  49)  die  Schnitte  12  bis  höchstens  15  Minuten  in  verdünnte 
alkoholische  Lösung  von  Fuchsin  zu  legen,  dann  eine  halbe  Minute 
in  saurem  Alkohol  (I  Theil  Salpetersäure  zu  10  Theilen  Alkohol) 
zu  entfärben,  auswaschen  in  destillirtem  Wasser,  entwässern  in 
Alkohol,  dann  Oel,  Balsam.  In  dieser  Zeit  färben  sich  die  Lepra- 
bacillen gut,  die  Tuberkelbacillen  dagegen  nicht. 

Die  Tuberkelbacillen  kann  man  darstellen,  indem  man  die 
Schnitte  etwa  12  Stunden  in  die  schwache  alkalische,  oder  eine 
Stunde  in  die  starke  alkalische  Lösung  von  Methylenblau  (S.  35) 
einlegt,  darauf  einige  Minuten  in  eine  concentrirte  wässrige  Lösung 
von  Vesuvin  und  dann  in  Alkohol  bringt.  Auch  mit  der  Gram'- 
schen  Methode  kann  man  sie  sichtbar  machen.  Zur  DiflFerential- 
diagnose  färbt  man  die  Schnitte  am  sichersten  nach  den  früher  (S.  45) 
dargelegten  Principien  in  Anilinwasser-Farblösungen  nach  Ehrlich 
oder  Weigert-Koch. 

Die  Schnitte  bleiben  12  bis  20  Stunden  in  Anilinwasser-Methyl- 
violett (oder  Fuchsin); 

darauf  einige  Sekunden  in  verd.  Salpetersäure  (1:3  bis  4); 

Spülen  in  60  %  igem  Alkohol  einige  Minuten ; 

Nachfärben  in  verdünnter  wässriger  Lösung  von  Vesuvin 
(resp.  Methylenblau) ; 

Spülen  in  60  %  igem  Alkohol ; 

Entwässern  in  absolutem  Alkohol; 

Aufhellen  in  Cedernöl  und  ev.  Einlegen  in  Canadabalsam. 
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Die  Vibrionen  der  Cholera  asiatica  färben  sich  in  Schnitten 
wie  die  meisten  Bacillen.  Die  Recurrens-Spirochäten  färben  sich 
in  wässrigen  und  glycerinigen  Lösungen  von  Vesuvin,  nicht  von 
anderen  Farben,  aber  schlecht.  Dagegen  färben  sie  sich  gut  in  der 
starken  alkalischen  Lösung  von  Methylenblau 

Eine  kurze  Besprechung  erfordern  noch 

die  epiphytischen  Baicterien 
und  die  ähnlich  zu  beobachtenden  übrigen  epiphytischen  Mikro- 
organismen. Ob  sich  unter  den  epiphytischen  Bakterien  parasitische 
befinden,  ist  bis  jetzt  nicht  sicher  entschieden.  Die  Hauptschwierig- 
keit dieser  Untersuchungen  liegt  in  der  Anwesenheit  vonFett. 

Balzer^)  wäscht  die  Hautschuppen  mit  Aether  und  Alkohol, 
und  untersucht  dieselben  nach  dem  Färben  mit  alkoholischer  Eosin- 
lösung  oder  ohne  vorausgegangene  Färbung  in  40^iger  Kalilauge. 
Nach  von  Sehlen^)  werden  die  Haare  nach  der  Entfettung  auf 
kurze  Zeit  in  Alkohol  gebracht,  und  kommen  dann  in  eine  dünne 
Anilinöl-Fuchsinlösung.  Darauf  werden  dieselben  mit  salzsaurem  Al- 
kohol ausgewaschen,  der  Rest  der  Säure  mit  destillirtem  Wasser 
entfernt,  eine  Doppelfärbung  mit  concentrirter  wässriger  Lösung  von 
Gentianaviolett  herbeigeführt,  mit  Alkohol  differenziii  wie  sonst. 

Nach  Bizzozero^)  tupft  man  Deckgläser  auf  die  Oberhaut, 
zieht  dieselben  dreimal  durch  die  Flamme,  entfettet  mit  Chloroform 
und  färbt  mit  Fuchsin  oder  Gentianaviolett.  Die  Epidermis- 
schuppen  kommen  zum  Entfetten  erst  einige  Stunden  in  Alkohol, 
darauf  ein  oder  zwei  Tage  in  Aether,  dann  wieder  in  Alkohol. 
Nach  dem  Entfetten  stehen  drei  Wege  offen: 

1.  Man  bringt  auf  den  Objectträger  einen  Tropfen,  welcher  aus 
gleicher  Menge  Wasser  und  Essigsäure  besteht,  oder  einen  Tropfen 
einer  10^  igen  Aetzkalilösung.  In  diesem  Tropfen  lässt  man  ein 
entfettetes  Epidermisschüppchen  einige  Minuten  autquellen,  legt  das 

1)  Contribution  ä  l'etude  de  l'erytheme  tricophytique.  Arch.  de  Physiol. 
3.  ser.  1883.   Bd.  1,  S.  171. 

2)  Mikrokokken  bei  Area  Celsi.  Fortschritte  der  Medicin  1883,  No.  23. 
8)  Ueber  die  Mikrophyten  der  normalen  Oberhaut  des  Menschen.  Vir- 

chow's  Archiv  1884.    Bd.  98,  S.  441. 
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Deckglas  auf.  Zum  Conserviren  der  Essigsäurepräparate  lässt  man 
vom  Kande  her  Glycerin  zutreten. 

2.  In  einem  mit  Methylenblau  leicht  gefärbten  Glycerin  wird 
ein  Epidermisschüppchen  mit  Nadeln  ausgebreitet.  Dabei  färben 
sich  Pilze  blau,  während  die  Epidermis  ungefärbt  bleibt. 

3.  Auf  ein  Deckgläschen  bringt  man  einen  Tropfen  bO%ig6x 
Essigsäure  und  trägt  die  entfetteten  Epidermisschuppen  ein.  Nach 
einer  viertel  Stunde  oder  mehr,  wenn  die  Schuppen  gut  aufgequollen 
sind,  werden  dieselben  mit  Nadeln  ausgebreitet,  dann  dampft  man 
den  Essig  bei  gelinder  Wärme  ab;  man  kann  zu  diesem  Zwecke 
das  mit  Pincette  gefasste  Deckglas  hoch  über  einer  Flamme  hin  und 
her  bewegen.  Nach  dem  Abdampfen  wird  das  lufttrockne  Präparat 
dreimal  durch  die  Flammen  gezogen  und  dann  gefärbt,  indem  man  einen 
Tropfen  einer  wässrigen  Lösung  von  Methylviolett,  Gentianaviolett, 
Vesuvin,  Methylenblau  oder  einer  verdünnten  alkoholischen  Lösung 
von  Fuchsin  10  bis  30  Minuten  einwirken  lässt,  dann  wird  sorg- 
fältig ausgewaschen,  getrocknet  und  in  Balsam  conservirt.  Methylen- 
blau wird  von  Bizzozero  vorgezogen,  weil  es  nur  die  Pilzelemente 
färbt;  ich  habe  es  am  vortheilhaftesten  gefunden,  die  starke  alka- 
lische Lösung  von  Methylenblau  etwa  5  Minuten  einwirken  zu  lassen. 
Mit  dieser  kleinen  Modification  scheint  mir  diese  dritte  Methode 
von  Bizzozero  zur  Zeit  am  meisten  für  den  Nachweis  epiphy- 
tischer  Mikroorganismen  zu  leisten. 

Kurz  erwähnen  will  ich,  dass  bei  ächter  Mykose  die  Mycel- 
fäden  der  Schimmelpilze  in  den  Schnitten  am  besten  durch 
die  Methode  von  Löffle r  (S.  63)  nachgewiesen  werden.  Der  Nach- 
weis des  Strahlenpilzes  in  Gewebsschnitten  gelingt  meist  ohne 
besondere  Präparation.  Wegen  häufiger  Verkalkung  der  Actiuomy- 
cesdrusen  wird  es  oft  nöthig  die  Entkalkung  vorauszuschicken  resp. 
die  Härtung  in  salzsäurehaltigem  Alkohol  und  dann  erst  in  abso- 
lutem Alkohol  vorzunehmen.  Die  Färbung  gelingt  nach  Weigerti), 
indem  man  die  Schnitte  eine  Stunde  in  Orseille-Lösung  bringt.  Reine 
Orseille,  welche  zur  Befreiung  von  Ammoniak  längere  Zeit  an  der  Luft 
gelegen  hat,  wird  nach  Wedl  in  einem  Gemisch  von  20  ccm  abso- 


1)  Virchow's  Archiv  1881,  Bd.  84,  S.  245, 
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Intern  Alkohol,  5  ccm  Essigsäure,  40  ccm  destillirtem  Wasser  in 
solcher  Menge  gelöst,  dass  die  Flüssigkeit  dunkelroth,  und  nach  dem 
Filtriren  rubinroth  ersclieint.  Dann  spült  mau  die  Schnitte  mit 
Alkohol  ab,  bringt  sie  in  l^ige  wässrige  Lösung  von  Gentiana- 
violett,  und  behandelt  sie  nun  wie  bei  der  Bakterienförbung.  In  diesen 
Schnitten  sind  die  Kerne  blauviolett,  das  Bindegewebe  schwach  orange, 
die  innern  Parthien  des  Strahlenpilzes  verwaschen  blau,  die  Aussen- 
parthien  rubinroth  gefärbt  und  oft  durch  eine  farblose  Zone  von  den 
centralen  Parthien  getrennt. 

Für  freie  Amöben  und  membranlose  Zellen  (S.  51)  empfiehlt 
Brass^)  eine  Lösung  aus  einem  Theil  Chromsäure,  einem  Theil 
Platinchlorid,  einem  Theil  concentrirter  Essigsäure  und  400  bis 
1000  Theilen  Wasser.  Zur  Härtung  der  Gewebe,  bei  denen  die 
Zellen  möglichst  wenig  verändert  werden  sollen  (cfr.  S.  60),  empfiehlt 
Brass  ^l^^ige  Chromsäurelösung,  der  später  noch  einige 

Tropfen  concentrirter  Chromsäurelösung  zugesetzt  werden.  Nach 
einiger  Zeit  kommt  das  Präparat  erst  in  30  %  igen  Alkohol  und  all- 
mählich zur  vollständigen  Wasserentziehung  in  immer  stärkeren, 
schliesslich  in  absoluten  Alkohol.  Auch  die  Mischimg  von  Chrom- 
säure, Platinchlorid  und  Essigsäure  ist  zum  schonenden  Härten  zu 
verwenden,  besonders,  wenn  man  auf  100  gr  etwa  4  bis  6  Tropfen 
1  ^  ige  Ueberosmiumsäure  zufügt.  Die  Färbung  erfolgt  dm-ch  Borax- 
oder Ammoniakcarmin,  oder  in  Hämatoxylinlösung. 

1)  Die  Methoden  hei  der  Untersuchung  thierischer  Zellen.  Zeitschrift  f. 
wissenschaftl.  Mikroskopie  1884,  S.  39. 


III.  Kultur-Metliodeii;  Eeiukultiiren. 


Zuerst  von  Bhrenberg,  später  besonders  von  Cohn  und  Schröter 
war  die  Ansicht  aufgestellt  worden,  dass  es  unter  den  Bakterien 
ächte  Arten  giebt.  Auf  Grand  der  Untersuchungen  von  Cagniard- 
Latour  und  Schwann  hatte  Turpin  für  die  Fermentationen, 
Henle  für  die  Infectionskrankheiten  deducirt,  dass  specitische  Um- 
setzungen und  Krankheiten  durch  artächte  Mikroorganismen  verur- 
sacht werden,  und  Pasteur  hatte  durch  Uebertragungsversuche 
experimentelle  Beweise  dafür  gebracht,  dass  den  specifischen  Um- 
setzungen specifische,  differente  Mikroorganismen  zu  Grunde  liegen. 
Diese  Anschauungen  sowohl,  als  die  der  Gegner,  welche  für  Inconstanz 
von  Form  und  Wirkimg  eintraten,  können  nur  einwandsfrei  ge- 
prüft werden,  wenn  die  Bakterien  rein  und  frei  von  allen  Beimeng- 
ungen zu  Beobachtungen  kommen.  Deshalb  ist  das  Bemühen  vieler 
Forscher  seit  langem  schon  darauf  gerichtet,  die  Kulturmethoden 
der  Bakterien  zu  eiuwandsfreien  Methoden  von  Keinkulturen  zu 
gestalten. 

1.   Durchsiclitige,  flüssige  Nährmedien. 

Diese  Methode  ist  die  älteste  und  liegt  allen  Gährungsexperi- 
menten  der  früheren  Zeit  zu  Grunde.  Für  Bakterien  wurde  sie  von 
Pasteur^)  bei  seiner  ersten  Arbeit  zur  vitalistischen  Gährungs- 
theorie  schon  angewendet.  Sie  besteht  im  Princip  darin,  dass  mau 
eine  Spur  der  ursprünglichen,  Gähnmgsorganismen  enthaltenden 
Flüssigkeit,  oder  eine  Spur  der  in  derselben  enthaltenen  „Hefe"  in 
eine  der  ursprünglichen  möglichst  ähnlich  zusammengesetzte  Flüssig- 
keit überträgt,  von  dieser  wieder  eine  Spur  in  eine  dritte  Lösung 


1)  Memoire  sur  la  fermentation  appelee  lactique.    Conipt.  reud.  1857, 
Bd.  45,  S.  913. 
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II.  s.  w.  Die  P  a  s  t  e  u  r 'sehe  Schule  hat  an  diesem  Princip  der  Ver- 
wendung durchsichtiger  flüssiger  Nälu-niedien  his  jetzt  fast  ganz 
ausschliesslich  festgehalten,  vielfach  noch  in  der  ursprünglichen  Form, 
oft  mit  den  später  zu  besprechenden  Modificationen  der  Verdünnungs- 
methode. Auch  die  vorwiegend  morphologischen  Untersuchungen 
von  Cohn  waren  besonders  an  diese  Methode  geknüpft. 

In  Flüssigkeiten,  welche  durch  Bakterien  eine  Zersetzung  er- 
leiden, sieht  man  bald  diffuse  Trübungen  eintreten,  bald  einen  Boden- 
satz, bald  eine,  meist  „Kahmhaut"  genannte  Decke  sich  bilden. 
Bei  Uebertragungen  hat  man  jede  derartige,  dem  Auge  sich  bietende 
Differenz  zu  beachten,  und  von  jedem  different  erscheinenden  Theile 
auf  neue  Lösungen  zu  übertragen.  Eine  solche  Uebertragung  in 
eine  neue  Lösung,  kurz  Impfung  genannt,  geschieht  derart,  dass 
man  eine  vorher  ausgeglühte  und  wieder  abgekühlte  Platinnadel, 
gerade  oder  zur  Oese  gebogen,  in  die  zu  übertragende  Bakterienhaut, 
oder  die  Trübung  eintaucht,  und  dann  die  so  entnommene  „Spm*" 
in  die  neue  Lösung  bringt;  statt  der  Platinnadeln  kann  man  auch 
zur  Capillare  ausgezogene  Glasröhren  verwenden,  mit  denen  man 
einen  Tropfen  der  Flüssigkeit  überträgt. 

Eine  solche  „Spur*  oder  ein  , Bakterientropfen »  enthält  meist 
grosse  Mengen  von  Bakterien.  In  Folge  dessen  entwickelt  sich  zunächst 
diejenige  Art,  welche  in  der  neuen  Lösimg  die  besten  Existenzbeding- 
ungen findet.  Wenn  das  Nährmaterial  für  die  eine  Art  erschöpft 
ist,  kann  sich  dann  später,  vorausgesetzt,  dass  sich  in  der  über- 
tragenen Spur  oder  dem  Tropfen  mehrere  Arten  befanden,  vielleicht 
die  eine  oder  andere  zuerst  unterdrückte  Form  entwickeln.  Kleine 
Differenzen  lernte  man  in  Bezug  auf  die  Reihenfolge,  in  der  sich  dieser 
Kampf  ums  Dasein  abspielte,  kennen,  je  nachdem  man  die  geimpften 
Lösungen  bei  niedriger  oder  höherer  Temperatur  hielt.  Schliesslich 
erhält  man  bei  irgend  einer  Uebertragung  einmal  eine  mehr  oder  weni- 
ger reine  Kultur  von  einem  Organismus.  Aber  dies  ist 
durchaus  nicht  immer,  sondern  eher  selten,  der  Organismus,  welchen 
man  wirklich  isoliren  will;  gewöhnlich  ist  die  schliesslich  resul- 
tirende  „Reinkultur"  eine  der  gewöhnlichen  saprophytischen  Arten, 
welche  unter  den  gewählten  Bedingungen  die  anderen  empfindlicheren 
Arten  verdrängt;  daher  rührt  es,  dass  bei  dieser  Art  der  Kul- 


Durchsichtige,  flüssige  Nährmedien.  To 

turen  sich  so  oft  bakterinm  termo  und  bacillus  siibtilis  einstellen, 
welche  in  der  älteren  Bakterienliteratiir  eine  viel  grössere  Rolle 
spielen,  als  jetzt. 

Mau  lernte  auf  diese  Weise  eine  Abhängigkeit  der  Bakterien^ 
Vegetation  vom  Nährboden  kennen.  Dies  führte  dazu  solche  Flüssig- 
keiten zu  wählen,  welche  möglichst  vielen  Arten  annähernd  gleich 
günstige  Bedingungen  bieten  sollten.  Von  diesen  künstlichen  Normal- 
lösungen für  die  Bakterien  ist  die  älteste  die  „Pasteur'sche 
Flüssigkeit"  1),  welche  aus  1  Theil  weiusaurem  Ammoniak,  10  Theilen 
Candiszucker  imd  der  Asche  von  einem  Theil  Hefe  auf  100  Theile 
Wasser  besteht. 

A.  May  er  2)  wandte  statt  der  Hefenasche  eine  Lösung  der  in 
der  Hefenasche  enthaltenen  Salze  an.  Cohn 3)  gewann  dann,  indem 
er  diese  May  er 'sehe  Normallösung  der  mineralischen  Nährsalze  be- 
nutzte und  den  Zucker  wegliess,  folgende  „normale  Bakteriennähr- 
flüssigkeit" : 

0,5  gr  phosphorsaures  Kali,  0,5  gr  krystallisirte  schwefelsaure 
Magnesia,  0,05  gr  dreibasisch  phosphorsaurer  Kalk  auf  100  ccm 
destillirtes  Wasser;  hierin  wurde  1,0  gr  weinsaures  Ammoniak  auf- 
gelöst. 

Nägeli*)  ermittelte  dann  für  die  niederen  Pilze  und  die 
Spaltpilze,  dass  der  Stickstoff  am  besten  assimilirt  werden  kann, 
wenn  er  als  NHg,  weniger  leicht,  wenn  er  als  NH,  noch  schlechter, 
wenn  er  als  NO  vorhanden  ist,  und  gar  nicht,  wenn  er  mit  andern 
Elementen  als  H  imd  0  verbunden  ist,  so  dass  sich  von  den  lös- 
lichen Albuminaten  bis  zu  Ammoniak  und  Salpetersäure  eine  ab- 
steigende Skala  construiren  lässt.  Für  den  Kohlenstoff  stellte 
er  folgende  Skala  auf: 

1)  Annales  de  Chimie  et  de  Physiqne,  Bd.  58,  S.  323,  deutsch  von 
Griessraayer:  Die  Alkohol-Gährung  1878. 

2)  Unters,  über  die  alkohol.  Gährung  1869,  Lehrbuch  der  Gährungs- 
Chemie,  3.  Aufl.,  1879. 

3)  Beiträge  zur  Biologie  der  Pflanzen  I,  2.  Heft,  S.  195. 

*)  Ernährung  der  niederen  Pilze  durch  Kohlenstoff"-  und  StickstoflFverbin- 
dungen.    Untersuchungen  über  niedere  Pilze  1882,  S.  1. 
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1.  die  Zuckerarten ; 

2.  Mannit;  Glycerin;  die  Kohlenstoffgruppe  im  Leucin; 

3.  Weinsäure;  Citroiiensäure,  Berusteiusäure ;  die  Kolilenstoff- 
gruppe  im  Asparagin; 

4.  Essigsäure;  Aethylalkohol ;  Chinasäure; 

5.  Benzoesäure;  Salicylsäure ;  die  Kohlenstoffgruppe  im  Pro- 
pylamin ; 

6.  Die  Kohlenstoffgruppe  im  Methylamin;  Phenol. 

Für  die  Assimilationsfähigkeit  der  vereinigten  S tickst off- 
und  Kohlenstoffquellen  stellte  Nägeli  folgende,  von  den 
besser  zu  den  schlechter  nährenden  Substanzen  fortschreitende  Stufen- 
reihe auf: 

1.  Eiweiss  (Pepton)  imd  Zucker; 

2.  Leucin  und  Zucker; 

3.  Weinsaures  Ammoniak  oder  Salmiak  und  Zucker; 

4.  Eiweiss  (Pepton); 

5.  Leucin; 

6.  Weinsaures  Ammoniak;  bernsteinsaures  Ammoniak;  Aspa- 
ragin ; 

7.  Essigsaures  Ammoniak. 

Ad  1,  ist  zu  beachten,  dass  die  Bakterien  die  Fähigkeit  be- 
sitzen müssen,  das  Eiweiss  in  Pepton  überzuführen  und  Milchzucker 
und  Eohrzucker  zu  hydratisiren,  sodass  man  am  sichersten  Pepton 
und  Traubenzucker  nimmt. 

Für  die  Mineralbestaudtheile  ermittelte  Nägeli  am  besten: 
Kaliumphosphat  0,1  gr,  Magnesiumsulfat  0,02  gr,  Calcimuchlorid 
0,01  gr  auf  100  Theile  Flüssigkeit.    Darf  die  Reaction  sauer  sein, 
so  nimmt  Nägeli  saures  Kaliumphosphat  (KHo  POJ,  für  neutrale 
und  alkalische  Lösungen  Dikaliumphosphat  (K2HPO4).  Je  schlechter 
nährend  die  N-  und  C-Gruppen  sind,  desto  weniger  concentrirt  darf 
die  Salzlösung  sein,  während  bei  gut  nährenden  C-  und  N-Gruppen 
diese  Normalconcentration  überschritten  werden  darf.   Daraus  leitet 
Nägeli  folgende  „Normalflüssigkeiten  für  Spaltpilze"  her: 
L  Wasser  100  ccm,  weinsaures  Ammoniak  1  gr,  K,  HPO4  0.1  gr. 
MgSO^  0,02  gr,  CaCli,  0,01  gr. 
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n.  Wasser  100  ccm,  Eiweisspepton  1  gr,  Kg  HPO4  0,2  gr,  MgSO^ 

0,04  gl-,  CaCU  0,02  gr. 
III.  Wasser  100  ccm ,  Rolirzucker  3  gr,  weinsaures  Ammoniak 
Igr,  KoHPOi  0,2  gr,  MgSO,  0,04  gr,  CaCl^  0,02  gr. 

Statt  1  gr  weinsaures  Ammoniak  kann  in  III  dienen,  die  gleiche 
Menge  eines  andern  Ammoniaksalzes,  oder  0,5  gr  salpetersaures 
Ammoniak,  oder  0,7  gr  Asparagin,  oder  0,4  gr  Harnstoff. 

Statt  der  Nährsalze  kann  man  sehr  oft  bequemer  0,1  ^  Fleisch- 
extract- anwenden.  Für  die  Gährungsversuche  resultiren  daraus,  nach 
Fitzi),  Lösungen  aus  3 ^Zucker  oder  Mannit,  Glycerin  etc.  und 
0,1^  Fleischextract,  denen  eine  geringe  Menge  von  reinem  Cal- 
ciumcarbonat zugesetzt  wird. 

Nach  den  bisherigen  Erfahrungen  über  Kulturen  in  Flüssigkeiten 
wird  man  gut  thun,  wie  es  auch  in  den  Versuchen  von  Fitz  der 
Fall  war,  die  Normalnährflüssigkeiten  mit  besonderer  Rücksicht  auf 
den  concreten  Fall  zu  wählen.  In  Ermangelung  anderer  Anhalts- 
punkte, wählt  man,  wie  in  den  ersten  Yersuchen  von  Pasteur, 
zum  Ausgang  die  Flüssigkeit,  in  welcher  die  Bakte- 
rien spontan  beobachtet  wurden.  Für  Mikroorganismen, 
welclie  auf  festen  Substraten  beobachtet  wurden,  stellt  man  sich 
Decocte  oder  Infuse  aus  diesem  Substrate  her,  von  frischem 
Mist,  von  süssen,  getrockneten  Früchten,  Heu,  Wurzeln  u.  s.  w. 

„Eine  Nährlösung,  welche  diejenigen  Substanzen  gelöst  enthält, 
die  in  einem  festen  Substrate,  worauf  ein  Pilz  in  der  Natur  vor- 
kommt, sich  finden,  wird  nach  Brefeld 2)  auch  mit  aller  Wahr- 
scheinlichkeit ein  geeignetes  Substrat  für  die  Entwicklung  des  Pilzes 
abgeben."  Die  Lösun  gen  wer  den  für  Pilze  meist  schwach 
sauer  gehalten,  für  Bakterien  in  der  Regel  durch  Am- 
moniak oder  Natrium-Carbonat  neutralisirt  oder 
schwach  alkalisch  gemacht,  aufgekocht  und  filtrirt. 

„Mit  der  Anwendung  klarer,  pilzfreier  Nährlösungen,  in  welchen 
sich  die  Untersuchungen  der  Pilze  durch  directe  Beobachtung  mit 

1)  Ueber  Spaltpilzgährungen  VII.  Berichte  der  deutschen  chemischen  Ge- 
sellschaft 1882,  XV,  S.  867. 

2)  Kulturmethoden  zur  Untersuchung  der  Pilze.  Botanische  Untersuchun- 
gen über  Schimmelpilze,  Heft  IV.  1881,  S.  5. 
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derselben  Leichtigkeit  ausfülireu  lassen,  als  ob  sie  in  dem  durch- 
sichtigen Wasser  lebten,  wird  die  mycologische  Untersuchung  gleich- 
sam in  eine  algologische  umgewandelt,  d.  h.  es  sind  mit  den  Nähr- 
lösungen die  Bedingungen  für  die  Entwicklung  der  Pilze  künstlich 
hergestellt,  unter  welchen  wir  die  Algen,  die  meistens  das  Wasser 
bewohnen,  ohne  weiteres  natürlich  antreffen." 

Mit  diesen  Worten  von  Brefeld  (1.  c.  S.  7)  ist  der  Haupt- 
vortheil  der  Nährlösungen  auch  für  Bakterienkulturen  treffend  ge- 
kennzeichnet. 

Diese  tiltrirten,  klaren,  in  der  Regel  neutral  reagirenden  Lösungen 
müssen  sicher  sterilisirt  werden.  Zu  diesem  Zwecke  nimmt  man 
mit  reiner,  vorher  erhitzter  Pincette  den  sterilisirten  Wattepfropf  von 
dem  sterilisirten  Kolben  oder  Reagirglase  (Abschnitt  I,  S.  15)  ab, 
und  legt  ihn  so  bei  Seite,  dass  er  nicht  beschmutzt  werden  kann. 
Dann  wird  unter  Zuhülfenahme  eines  sterilisirten  Trichters,  oder  von 
sterilisirten  Pipetten,  die  Flüssigkeit  in  Kolben  gebracht,  welche  etwa 
zur  Hälfte,  oder  in  Keagirgläser,  welche  zu  einem  Drittel  gefüllt 
werden.  Darauf  wird  der  Pfropf  wieder  aufgesetzt.  Oft  wird  es 
wünschenswerth  noch  eine  doppelte  Lage  dichtes  Filtrirpapier  über- 
zulegen, welches  durch  ein  Gummiband  festgehalten  wird  und  ver- 
hütet, dass  Staub  direct  auf  die  Watte  fällt.  Der  Watteverschluss 
ist  wohl  bakteriendicht,  aber  nicht  immer  pilzdicht,  was  bei  länge- 
rem Aufbewahren  der  sterilisirten  Gefässe  in  feuchten  Räumen  zu 
beachten  ist. 

Das  Sterilisiren  geschieht  nach  einer  der  im  ersten  Abschnitte 
geschilderten  Methoden,  am  besten  in  den  meisten  Fällen  dui-ch  den 
Dampfsterilisirungs-Cylinder ;  kleinere  Volumina  Flüssigkeit,  wie  sie 
in  den  Reagirgläsern  sich  befinden,  sind  in  V2  bis  ^/^  Stunden, 
grössere  Kolben  in  1  bis  2  Stunden,  das  Anwärmen  nicht  mitge- 
rechnet, sterilisirt.  Die  gefüllten  Reagirgläser  werden  am  besten 
in  einem  Drahtkorbe  (Fig.  3,  d)  in  den  Dampfcylinder  eingesetzt. 

Das  Manipuliren  mit  den  Flüssigkeiten  geschieht  zum  Ver- 
meiden der  nicht  oder  schwer  erkennbaren  Luftinfection  in  einem 
möjjlichst  keimfreien  Orte,  den  man  sich  in  einem  Laboratorium 
dadurch  herstellen  kann,  dass  man  in  einem  Glaskasten,  ähnlich  den 
zum  Schutze  der  Waagen  bestinuuten,  die  Uebcrtragungen  vornimmt. 


Durchsichtige,  flüssige  Nährmedien. 


77 


Die  Wäude  dieses  Glaskastens  werden  mit  feuchten  Tüchern  ahge- 
rieben,  und  die  Luft  in  demselben  durch  Schüsseln  mit  warmem 
Wasser  feuchtgehalten. 

Zum  Zwecke  der  Uebertragung  wird  mit  einer  graden  Platin- 
nadel oder  mit  einer  Platinöse,  welche  vorher  in  der  Flamme  ge- 
glüht waren  und  wieder  abgekühlt  sind,  eine  sogenannte  „Spur", 
oder  mit  einer  Glascapillare  ein  Tropfen  der  zu  übertragenden 
Lösung  oder  Hefe  genommen,  und  unter  möglichst  schnellem  Oeffnen 
des  Wattepfropfs  in  die  sterilisirte  Lösung  eingebracht,  und  der 
Wattepfropf  wieder  schnell  aufgesetzt.    Hatten  die  Lösungen  lange 
ohne  Schutz  durch  übergebundenes  Piltrirpapier  gestanden,  so  dass 
sich  auf  der  Watte  Bakterien-  und  Pilzkeirae  angesammelt  haben 
können,  so  ist  es  vortheilhaft  vor  dem  Oeffnen  die  oberen  Schichten 
der  Watte  in  der  Flamme  zu  verkohlen.    Es  sind  immer  eine 
grössere  Anzahl  Einzel  versuche   gleichzeitig  anzu- 
stellen. Die  weiteren  üebertragungen  geschehen  in  derselben  Weise. 
Die  geimpften  Gläser  werden,  je  nach  dem  Falle  bei  Zimmertemperatur 
gehalten  oder  höheren  Temperaturen 
ausgesetzt.    Für  die  höheren  Tempe-  ^• 
raturen  dient  ein  Brütofen  oder  Vege- 
tationskasten aus  Metall,  mit  dop- 
pelter Wandung  zur  Aufnahme  von 
Wasser  (Fig.  8);  zum  Schutze  gegen 
Wärmeverlust  dient  eine  ürakleidung 
von  Filz  oder  Asbest  oder  man  gibt 
dem  Kasten  noch  eine  dritte  Wan- 
dung und  füllt  diesen  zweiten  Zwischen- 
raum mit  einer  Schicht  von  Kiesel- 
guhr.    Die  Dimensionen  richten  sich  nach  dem  Bedarf;  die  Fonn, 
viereckig  oder  cylindrisch,  ist  ziemlich  gleichgültig.    Bei  den  vier- 
eckigen ist  eine  innere  Höhe  und  Breite  von  25  ccm  zu  einer  Länge 
von  50  bis  75  cm  meist  ausreichend.    Zur  Regulirung  der  Tempera- 
tur dienen  Thermometer  t,  und  Thermoregulatoren  r.  Diese  letzteren 
kann  man  entbehren,  wenn  man  einen  kleinen  Gasdruckregulator 
zwischen  die  Hauptleitung  und  den  Brütofen  einschaltet.    Die  Er- 
wärmung geschieht  durch  Petroleumlampen  oder  Gas,  welches  man 
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je  nach  der  Grösse,  durch  eine  verschiedene  Zahl  von  leuchtenden 
Flammen  eintreten  lässt,  die  mit  Glasraantel  umgeben  werden  und 
nicht  zurückschlagen  können. 

2.  Die  fractionirten  Kulturen. 

Die  Uebertragmigen  in  Tlüssigkeiten  wurden  von  Klebs^)  zu- 
erst für  pathogcne  Bakterien  versucht  und  dabei  von  ihm  die 
Spur  oder  der  Bakterientropfen  anderer  Autoren  als  fractio  bezeichnet. 
Klebs  verfuhr  in  der  Art  (1.  c.  S.  46),  ,dass  er  frisch  ausgezogene 
imd  fein  zugespitzte  Capillarröhren  auf  den  Boden  der  pilzhaltigen 
Flüssigkeit  einsenkte  und  dort  die  Spitze  abbrach ;  das  herausge- 
zogene Köhrchen  wurde  wieder  zugeschmolzen,  mit  starkem  Alkohol 
gereinigt  und  in  einer  pilzfreieu  Vegetationsflüssigkeit,  die  sich  unter 
einer  Oelschicht  in  einer  Stöpselflasche  befand,  wiederum  zerbrochen." 
Diese  Prozedur  wurde  öfters  wiederholt  und  ,in  dieser  Weise  ist  es 
möglich  (1.  c.  S.  47)  etwaige  Verunreinigungen,  die  in  der  Ursprungs- 
flüssigkeit enthalten  sein  mögen,  zu  entfernen  und  denjenigen  Körper 
rein  zu  erhalten,  welcher  in  der  ersteren  in  überwiegender  Menge  vor- 
handen war." 

Trotz  dieses  subtileren  Arbeitens  und  der  schärferen  Betonung 
des  Ausganges  von  einem  an  Anzahl  überwiegenden  Organismus  hat 
diese  Methode  keine  wesentlichen  Fortschritte  gebracht.  Auch  bei  die- 
ser Complication  der  P  a  s  t  e  u  r '  sehen  Methode  stellte  es  sich  leider 
evident  heraus,  dass  in  der  Regel  nicht  der  gewollte  pathogene  Or- 
ganismus nach  einer  Reihe  von  Fractionen  rein  vorhanden  war,  son- 
dern dass  meist ,  irgend  eine,  zu  Anfang  wegen  der  geringen  Zahl 
vielleicht  ganz  übersehene  oder  durch  Luftinfection  oder  Manipu- 
lationen eingebrachte  Art  von  gewöhnlichen  saprophytischeu  Bakterien 
rein  gewonnen  wurde,  welche  unter  den  gewählten  Bedingungen 
besser  fortkam,  als  die  empfindlicheren  pathogenen  Bakterien,  die 
von  den  ersteren  meist  sogar  schnell  überwuchert  werden. 

Man  bekommt  durch  die  bis  jetzt  geschilderten  Methoden  wohl 
schliesslich  Reinkulturen,  ohne  es  aber  genügend  in  der  Hand  zu 

1)  Beiträge  zur  Konntniss  der  Mikrokokken.  Archiv  für  experimentelle 
Pathologie,  I.  Bd.  1873,  S.  31. 
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haben,  als  Resultat  diejenigen  Arten  rein  zu  erhalten,  welche  man 
rein  haben  will.  Diese  Methoden  sind  desshalb  jetzt  nur  dann  zu 
verwenden,  wenn  man  irgend  einen  Organismus  in  Rein-  oder 
Massenkultur  erlangen  will,  dessen  Herkunft  und  Wirkung  mehr 
gleichgültig  ist. 

3.  Undurchsichtige,  feste  Nährsubstrate. 

Ausser  in  Flüssigkeiten  beobachtet  man  Bakterien  spontan  auf 
festen  Substraten.  Lässt  man  z.  B.  eine  Scheibe  einer  gekochten 
Kartoffel  an  der  Luft  stehen,  so  sieht  man  von  der  Kartoffelschale 
aus  sich  verschiedene  schleimige  Massen  allmählich  auf  der  Kartoffel- 
fläche ausbreiten.  Auf  der  Fläche  selbst  bilden  sich  kleine  schleimige 
Pünktchen  von  verschiedener  Farbe,  welche  einige  Zeit  ganz  distinct 
für  sich  bestehen  und  erst  bei  weiterem  Wachsthum  sich  mit  ande- 
ren berühren,  dieselben  überwuchern  oder  von  ihnen  überwuchert 
werden. 

Diese  Beobachtungen  wurden  von  Schröter^)  zuerst  methodisch 
verwerthet  zu  Reinkultm'en  der  Pigmentbakterien.  Man  überträgt 
mit  einer  Platinnadel  eine  Spur  eines  solchen  Schleimtröpfchens,  so 
lange  es  noch  ganz  isolirt  ist,  auf  die  Mitte  einer  frisch  gekochten 
Kartoffelscheibe,  welche  aber  zur  Vermeidung  der  Luftinfection  in 
einer  feuchten  Kammer  gehalten  wird. 

Diese  Kartoffelkulturen  wurden  von  Koch  noch  wesentlich  ver- 
bessert. Die  Kartoffeln  werden  durch  Bürsten  zuerst  von  dem  gro- 
ben Schmutze  gründlich  befreit;  dann  werden  sie  ^/g  bis  1  Stunde 
in  eine  1  bis  5  p.  M.  Lösung  von  Sublimat  gelegt;  hierauf  mit 
Wasser  abgespült.  Die  so  gereinigten  Kartoffeln,  deren  anhängende 
Keime  durch  das  Sublimat  schon  zum  grössten  Theile  vernichtet 
sind,  werden  dann  bis  zur  sicheren  Sterilisirimg  gekocht.  Dies  ge- 
schieht im  Dampfcylinder ;  man  legt  die  Kartoffeln  in  das  beige- 
gebene Gefäss,  welches  man  dann  einsetzt.  Nach  Erreichung  der 
Siedetemperatur  bleiben  die  Kartoffeln  bei  dieser  Temperatur  unge- 
fähr eine  Stunde. 

1)  Ueber  einige  duvch  Bakterien  gebildete  Pigmente.  Cohn's  Beiträge 
zur  Biologie  der  Pflanzen,  I.  Bd.,  Heft  2,  1872  (2.  Abdruck  1881),  S.  109. 
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Während  des  Abkühlens  bereitet  man  sich  feuchte  Kammern. 
Grössere  Glocken  von  der  Form  der  Fig.  9  werden  durch  Spülen 
mit  1  p.  M.  Sublimat  gereinigt.  Auf  den  Boden  der  Glocke  bringt 
man  eine  mehrfache  Lage  von  Fliesspapier,  welches  mit  ausgekoch- 
tem Wasser  oder  Sublimatlösung  angefeuchtet  wird.  Sind  die  Kar- 
toffeln abgekühlt,  so  ^.^  g 
werden  sie  mit  der  lin- 
ken, durch  1  p.  M.  Subli- 
mat sterilisirten  Hand 
zwischen  Daumen  und 
Zeigefinger  gefasst,  mit 
einem  sterilisirten  Messer  durchschnitten  und  mit  der  Schnitt- 
fläche nach  oben  in  die  feuchte  Glocke  eingelegt.  Als  Messer  ver- 
wendet man  gewöhnliche  Küchenmesser,  welche  vorher  durch  Aus- 
glühen in  der  Flamme  sterilisirt  werden  und  gegen  Staub  geschützt 
wieder  abgekühlt  sind;  für  jede  Kartoffel  benutzt  man  ein  frisches 
Messer. 

Dann  entnimmt  man  mit  einer  vorher  ausgeglühten  und  wieder 
abgekühlten  Platinnadel  eine  Spur  von  einem  noch  ganz  isolirt^en 
Schleimklümpchen,  einer  sogenannten  ^Colonie",  und  berührt  nur  eben 
die  Mitte  der  Kartoffelscheibe  oder  macht  quer  über  die  ganze 
Fläche,  dieselbe  nur  leicht  ritzend,  einige  Impfstriche. 

Im  ersten  Falle  bildet  sich  auf  der  Mitte  der  Kartoffelscheibe 
eine  allmählich  nach  dem  Rande  zu  wachsende  Colonie,  im  andern 
entwickeln  sich  in  den  Impfstrichen  erst  mehr  oder  weniger  isolirte 
Colonien,  welche  sich  später  berühren  und  über  den  Impfstrich 
hinauswachsen.  Für  neue  üebertragungen  verwendet  man  nur  Colo- 
nien, welche  man  mit  blosem  Auge  oder  Loupe  als  rein  erkennt 
und  von  denen  man  eine  andere  Spur  durch  ein  Deckglaspräparat 
mikroskopisch  controlirt  hat.  Ein  Theil  der  Kulturen  kann  bei  Zimmer- 
temperatur, ein  anderer  Theil  bei  höherer  Temperatur  im  Vegetations- 
Kasten  gehalten  werden. 

Der  grosse  Vortheil  dieser  Methode  gegenüber  den  früher  ge- 
schilderten Methoden  der  durchsichtigen  flüssigen  Medien  besteht 
darin,  dass  jeder  absichtlich  geimpfte  oder  durch  Luftinfection  auf 
die  Kartoffelscheibe  gelangte  Keim  isolirt  am  Orte  seiner  Berührung 
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mit  der  Kartoffel  zu  einer  Colonie  auswäclist,  während  in  den  Flüssig- 
keiten sich  difterente  Keime  vermischen. 

In  Flüssigkeiten  resultirt  wohl  auch  eine  Reinkultur,  aber  man 
hat  es  nicht  sicher  in  der  Hand  den  Organismus  vorher  zu  bestim- 
men, der  in  der  Reinkultur  auftreten  soll.  In  den  Kartoffelkulturen  da- 
gegen ist  man  in  der  Lage,  den  gewünschten  Organismus  zu  über- 
tragen und  dadurch  von  anderen  zu  trennen  und  so  nach  einigen 
Uebertragungen  rein  zu  kultiviren.  Man  muss  nur  die  Ueber- 
tragungen  so  frühzeitig  vornehmen,  als  die  kleinen,  aus  einem  Keime 
hervorgegangenen  Colonien  noch  ganz  isolirt  und  in  Folge  der  Iso- 
lirung  einheitlich  und  rein  sind.  Die  Grenzen  der  Methode  liegen 
darin,  dass  die  Kartoffeln  nicht  allen  Organismen  günstige  Existenz- 
bedingungen bieten  nnd  darin,  dass  viele,  sonst  auf  den  Kartoffeln 
wachsende  Organismen,  nicht  genügend  augenfällig  wachsen.  Das 
letztere  ist  wichtig,  weil  man  bei  den  festen  undurchsichtigen  Medien 
auf  das  blose  Auge  oder  Loupenvergrösserung  angewiesen  ist. 

Wichtiger  sind  die  üebertragimgen  auf  Kartoffeln,  wenn  man 
sehen  will,  ob  anderweitig  gewonnene  Reinkulturen,  besonders  von 
pathogenen  Bakterien,  die  Fähigkeit  haben  auf  pflanzlichen  Substraten 
zu  vegetiren.  Man  impft  dann  die  sterilisirten  Kartoffeln  ebenso  mit 
diesen  Reinkulturen.  Die  Kartoffelscheiben  können  in  derselben  Weise 
in  feuchten  Glocken  gehalten  werden,  die  man  verschiedenen  Tempe- 
raturen aussetzt.  Oder  zur  grösseren  Sicherheit  bringt  man  eine 
Kartoffelscheibe  auf  eine  kleine  Glasschale,  welche  man  mit  Hülfe 
eines  rechtwinkelig  gebogenen  Messingstreifens  auf  den  Boden  eines 
cylindrischen  Glasgefässes  von  ca.  18  cm  Höhe  und  6  cm  Dm-ch- 
messer  niedersenkt.  Der  Glascylinder  mit  Glasschale  und  Messing- 
streifen war  vorher  mit_  einem  Wattepfropf  verschlossen  und  im 
Trockenschrank  sterilisirt  worden. 

Statt  der  Kartoffelscheiben,  welche  durch  ihre  gelblichweise 
Farbe  den  Vorzug  vor  andern  Wurzeln,  wie  Mohrrüben  etc.,  ver- 
dienen, kann  man  auch  zerriebene  Kartoffeln  verwenden.  Zu  diesem 
Zwecke  bringt  man  die  zerriebenen  gekochten  Kartoffeln  in  Kölbchen 
(am  besten  sogenannte  Erlenmeyer 'sehe  Kölbchen),  fügt  so  viel 
Wasser  zu,  dass  ein  dicker  Brei  entsteht,  und  sterilisirt  diesen 
Kartoffelbrei  im  Dampfapparat.  Unter  schnellem  Oefl'nen  des  Pfropfens 

H  u  0  p  p  0 ,  Biikterien-Forsclinng.  n 
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erfolgt  die  Impfung  mit  einer  Platinnadel.  Diesen  KartofiCelhrei 
kann  man  durch  Zusatz  von  Stärke,  Zucker,  Pepton,  Fleischextract 
zu  einem  sehr  guten  Nährboden  für  viele  Bakterien  machen  und 
dann  sehr  vortheilhaft  benutzen  um  reine  Massenkulturen  be- 
stimmter Bakterienarten  zu  gewinnen. 

4.    Die  Gelatinekulturen  von  Klebs  und  Brefeld; 
Ausgang  von  einem  Keime;  feuchte  Kammern. 

Als  Klebs  1.  c.  versuchte  einen  Kokkus  unter  dem  Mikroskope 
zu  fixiren,  um  seine  Theilung  direct  zu  beobachten  und  so  die  ganze 
Eeinkultur  auf  einen  einzigen  Keim  zurückzuführen,  gelang  ihm  dies  in 
Flüssigkeitstropfen  nicht,  einerseits  wegen  der  Bewegung,  welche  in 
dem  Tropfen  sich  einstellte  und  dann,  weil  bei  Luftzutritt  die  Con- 
centration  der  Flüssigkeit  durch  Verdunstung  sich  änderte,  wodurch 
der  Werth  der  Flüssigkeit  als  Nährsubstrat  alterirt  wurde.  Um 
die  Verdunstung  der  Flüssigkeit  aufzuheben  oder  doch  zu 
beschränken  und  die  Bewegungen  zu  verhindern,  wandte 
Klebs  statt  der  gewöhnlichen  Mährlösungen  als  Kulturboden  ge- 
kochte Hausenblase  an,  welche  beim  Abkühlen  erstarrte. 

Um  nun  weiter  einen  einzelnen,  der  in  der  Hausenblase  befind- 
lichen Kokken  zu  fixiren,  bediente  sich  Klebs  der  v.  ßeckling- 
hausen-Geissler' sehen  Kammern.    Bei  diesen,  Fig.  10,  führt 

Fig.  10. 


ein  Zu-  und  Ableitungsrohr  zu  einem  mittleren  Kaume  aus  deck- 
glasdickem Glase,  _dessen  Ober-  und^Unterseite  sich  in  der  Mitte  fast 
berühren,  so  dass  hier  ein  kleiner  capillarer  Kaum  vorhanden  ist. 
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Saugt  man  diese  Kammer  voll  Wasser,  Nährflüssigkeit  oder  ver- 
flüssigte Gelatine,  so  bleibt,  wenn  man  diese  Lösungen  wieder  aiis- 
fliessen  Idsst,  in  den  mittleren  Verengerungen  ein  capillarer  Tropfen 
hängen.  Enthielten  diese  Lösungen  gleichzeitig  Keime  und  zwar 
soviel,  dass  jeder  Tropfen  ungefähr  einen  Keim  führte,  so  wird  in 
vielen  Fällen  auch  der  hängengebliebene  Tropfen  einen  Keim  ent- 
halten, den  man  mit  starken  Trockensystemen  leidlich  fixiren  und 
beobachten  kann.  Klebs  füllte  nun  bald  die  ganze  Kammer  mit 
Gelatine  oder  Hausenblase,  wodurch  der  Luftzutritt  zu  dem  cen- 
tralen Theile  verhindert  wurde,  bald  liess  er  nur  den  einen  Tropfen 
in  dei-  Kammer,  sorgte  aber  dann  dafür,  dass  die  Luft  durch  Baum- 
wolle -filtrirt  zutrat. 

In  andern  Fällen  wandte  Klebs  statt  der  Kammer  mit  capil- 
larem  Eaum,  eine  solche  an,  deren  Wände  parallel  verliefen,  und 
bei  denen  die  Seitenröhi-en  sich  etwas  unterhalb  der  oberen  Wand 
ansetzten.  Diese  Kammern,  der  Beschreibung  nach  den  von  mir 
benutzten  ähnlich,  b  in  Fig.  11,  füllte  er  nun  (1.  c.  S.  46),  durch 

Fig.  11. 


Ablaufenlassen  der  überschüssigen,  flüssigen  Gelatine  derart,  dass 
eme  dünne  Schicht  die  abwärts  gekehrte,  zur  mikroskopischen  Unter- 
suchung bestimmte  Wandimg  bedeckte.«    Etwaige  in  dieser  Schicht- 
Wen  Keime  kann  man  mit  starken  Trockensystemen  und  schwächeren 
^mersionssystemen  fixiren  und  ihre  Entwicklung  direct  beobachten 
btatt  der  Luft  kann  man  auch  verschiedene  Gase  zutreten  lassen 

Brefeld^)  suchte  sich,  zmiächst  für  Pilze,  ein  ganz  reines 
Ausgangsmaterial  zu  verschaffen,  um,  von  einem  einzigen  Keime 

^)  a.  Botanische  Untersuchungen  über  Schimmelpilze,  Bd.  1 .  1872  S  10 

b.  Methoden  zur  Untersuchung  der  Pilze.   Verhandl.  der  physik.  med' 
Gesellschaft  in  Würzburg.   N.  F.    VIII.  Bd.    1874/75  S  43 

c.  Kulturmethoden  zur  Untersuchung  der  Pilze.    Botanische  Unter- 
suchungen über  Schimmelpilze.   Bd.  IV.   1881,  S  1 
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a  usge  hon  d,  die  ganze  Entwicklung  ei  lies  Pilzes  lüclien- 
los  zu  verfolgen.  Diese  Ermittlungen  übertrug  Paste ur  bald 
auf  die  Hefe  i),  und  Brefeld  weit  später,  ausführlich  erst  1881, 
auch  auf  die  Bakterien,  und  erwies  ihre  Brauchbarkeit  durch  die  Ent- 
wicklungsgeschichte des  bacillus  subtilis.  „Durch  Mischen  der  Keime 
mit  Wasser  (1.  c.  c  1881,  S.  12)  bis  zu  einem  Grade,  dass  in  einer 
bestimmten  Menge  meist  kein  einziger,  oder  auch  nur  ein  einziger 
Keim  vorhanden  ist,  lässt  sich  die  Trennung  in  einzelne  Keime  bis 
zu  den  kleinsten  Formen  ohne  eine  directe  Beobachtung  empirisch 
durchführen."  „Es  setzt  diese  Methode  der  Trennung  eine  vollkommen 
gleichmässige  Vertheilung  der  einzelnen  Keime  in  der  Flüssigkeit 
voraus.  Diese  ist  nicht  immer  leicht  zu  erreichen,  und  so  können 
sich,  wenn  man  nicht  sehr  vorsichtig  und  ki-itisch  zu  Werke  geht, 
leicht  mehrere  und  damit  fremde  Keime  in  die  Kulturen  einschleichen." 
Brefeld  verdünnte  die  Sporen  oder  Keime  enthaltende  Flüssigkeit 
empirisch  mit  Wasser  oder  Nährflüssigkeit  (1.  c.  b  S.  49),  ,bis  ein 
mit  einer  spitzen  Nadel  herausgenommenes  und  auf  den  Object- 
träger  übertragenes  Tröpfchen,  mit  dem  Mikroskope  besehen,  nur 
eine  oder  zwei  Sporen  aufweist."  „Der  Objectträger  mit  der  einen 
auf  ihn  übertragenen  Spore  dient  als  Unterlage  für  die  Kultur,  die 
hiernach  das  Prädicat  Objectträgerkultur  zur  Unterscheidung 
von  anderen  Kulturformen  bekommen  hat." 

Wenn  man  nun  zu  dieser  einen  Spore  einen  Tropfen  Nähr- 
flüssigkeit zusetzte,  so  wurde  die  lückenlose  Entwicklung  dm-ch  zwei 
Momente  erschwert,  indem  einmal  der  Kulturti'opfen  verdunstete 
und  durch  diese  Aenderung  der  Concentration  in  seinem  Werthe  als 
Nährflüssigkeit  herabgesetzt  wurde,  und  indem  andererseits  fremde 
Keime  eindringen  konnten.  Es  galt  demnach,  die  Verdunstung 
des  Kulturtropfens  zu  verhindern  und  die  Kultur  für 
dieDauerderBeobachtungnachAussenabzuschliessen. 
„Es  ist  dies  (1.  c.  b  S.  52)  in  zweifacher  Weise  möglich,  einmal  durch 
Veränderung  der  Kulturlösung,  das  andereraal  durch  An- 
wendung besonderer  Objectträger." 


1)  ^tude  8ur  la  biere.   Conipt.  rend.  1873,  S.  77. 
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„Um  die  Verdunstung  zu  verhindern  (l.  c.  cS.  15),  kann 
man  die  Nährlösungen  mit  Caraghen  oder  Gelatine  in  der 
Art  versetzen,  dass  sie,  bei  30—35  Grad  noch  flüssig,  bis  15  Grad 
abgekühlt,  fest  werden.  In  diesen  gelatinirten  Lösungen  wachsen 
die  Pilze  wie  in  dünner  Flüssigkeit,  ihre  Entwicklung  ist  eher  be- 
ffünstig-t,  als  geschädigt.  Man  kann  die  Kultur  ohne  Gefahr  um- 
drehen,  um  zu  verhindern,  dass  fremde  Keime  einfallen;  und  wenn 
man  sie  auf  Deckgläsern  ausführt,  kann  man  sie  umgekehrt  auch 
mit  starken  Vergrösserungen  besehen."  Diese  umgekehrten  Object- 
träger  bringt  man  in  eine  feuchte  Glocke,  Fig.  9,  S.  80,  auf  ein 
Gestell  aus  Glas  oder  Zinkblech. 

„Will  man  die  gelatinii-ten  Nährlösungen  vermeiden  (1.  c.  c  S.  15), 
dann  muss  man  zu  besonderen  Obj ectträgern  seine  Zuflucht 
nehmen,  in  welchen  die  Verdunstung  der  Nährlösungen 
und  die  Invasion  fremder  Keime  unmöglich  ist,  ohne 
dass  dadurch  die  Möglichkeit  einer  continuirlichen 
Beobachtung  im  mindesten  beeinträchtigt  wird." 

Zm-  Beobachtung  im  hängenden  Tropfen  dienen  die  in 
Fig.  6  und  7  abgebildeten  Objectträger.  Das  Deckgläschen  wird 
durch  conceutrirte  Mineralsäure,  Alkohol  und  Aether  gründlich  ge- 
reinigt, kurz  vor  dem  Gebrauche  durch  die  Flamme  gezogen 
und  gegen  Staub  geschützt,  abgekühlt.  Dann  bringt  man  einen 
kleinen  flachen  Tropfen  sterilisirter  Nährlösung  mit  geglühter  Platin- 
öse auf  die  Mitte,  impft  diesen  Tropfen,  indem  man  mit  der  Platin- 
nadel aus  einer  Keinkultur  eine  Spur  einträgt,  dreht  das  Deckglas 
um,  legt  es  über  den  hohlen  Objectträger  und  zieht  zur  Vermeidung 
der  Verdimstung  einen  Band  von  Vaseline  um  das  Deckglas. 

Statt  den  Tropfen  am  Deckglase  zu  impfen,  kann  man  auch 
eine  sterilisirte  Nährlösung  in  einem  Keagirglase  mit  der  Beinkultur 
impfen,  und  zwar  in  dem  Grade,  dass  nach  gründlichem  Vermischen 
durch  Schütteln  eine  gleich  grosse  Probe,  als  Deckglastrockeu-Prä- 
parat  geprüft,  ein  bis  zwei  Keime  ergiebt.  Man  entnimmt  danu 
hiervon  einen  Tropfen,  den  man  in  derselben  Weise  am  Deckglase 
befestigt.  Brefeld  (1.  c.  c  S.  16)  verwirft  diese  Methode:  „Der  Kul- 
turtropfen kann  nur  klein  genommen  werden,  sonst  läuft  er  zum 
Tropfen  zusammen,  er  schwankt  bei  der  geringsten  Bewegung,  die 
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Keimspore  verändert  ihre  Lage  und  ist  mit  starken  Vergrösserungen 
kamn  zugänglich;  kurz,  die  Beobaclitung  ist  mühsam  und  unvoll- 
kommen, auch  dann,  wenn  man  gelatinirte  Nährlösungen  anwendet." 

Mit  den  oben  geschilderten  Vorsichtsmaassregeln  lässt  sich  nach 
vielen  hierauf  gerichteten  Beobachtungen  der  hängende  Tropfen  mit 
grossem  Erfolge  verwenden,  selbst  für  die  kleinsten  Formen  der 
Kokken,  sowohl  als  Flüssigkeitstropfen,  wie  als  gelatinirter  Tropfen, 
um  zu  sehen,  ob  eine  Bakteriencolonie,  welche  sich  einheit- 
lich bei  schwachen  Vergrösserungen  repräsentirt,  aus  einem  ein- 
zigen Keime  hervorgeht.  Dieses  Factum  ist  in  vorzüglicher 
Weise  für  Hefecolonien  von  Hansen^)  ermittelt  durch  Verwendung 
gelatinirter,  hängender  Tropfen,  welche  gegen  Verdunstung  geschützt 
waren.  Eine  Möglichkeit,  diesen  bei  einiger  Uebung  so  bequem  zu 
handhabenden,  auch  den  schwächeren  Systemen  für  homogene  Im- 
mersion zugänglichen  Tropfen  für  das  Studium  der  einzelnen  Phasen 
der  Entwicklung  der  Bakterien  von  Spore  zu  Spore  besser  als  früher 
zu  benutzen,  dürfte  darin  gegeben  sein,  dass  man  Parallelversuche 
mit  der  Sporenfärbung  macht,  welche  die  einzelnen  Phasen  zu  fixiren 
gestattet,  so  dass  Bienstock^)  die  Sporenfärbung  geradezu  statt 
der  directen  Beobachtung  anwandte,  was  mir  allerdings  zu  weit  ge- 
gangen scheint. 

Prazmowski^)  bediente 
sich,  um  Luftzutritt  zu  ge- 
statten, der  Objectträger,Fig.  12. 
Diese  2^2  mm  dicken  Objectträ- 
ger  tragen  eine  ringförmige  Ver- 
tiefung d,  e;  die  von  diesem 
Kinge    eingeschlossene   Kreis-  ^  ^ 

fläche  c  ist  sorgfältig  glattge-     [  'lij     c  ^  I 

schliffen  und  ihr  Niveau  liegt 

etwas  tiefer  (für  Bakterien  am  besten  nur  0,5  mm)  als  die  Fläche 

1)  Ueber  das  Zählen  mikroskopischer  Gegenstände  in  der  Botanik.  Zeit- 
schrift f.  wissenschaftl.  Mikroskopie  1884,  Bd.  I,  S.  191. 

2)  Zeitschrift  für  klin.  Med.  1884,  S.  1. 

8)  Untersuchungen  über  die  Entwicklungsgeschichte  und  Fernientwirkung 
einiger  Bakterien-Arten  1880,  S.  10. 
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des  Objeciträgers,  so  dass  nach  Auflegen  des  Deckglases  b  zwischen 
c  und  b  eine  dünne  Plüssigkeitsschicht  Platz  hat.  Die  ringförmige 
Vertiefung  vcrlilnft  bei  e  in  eine  kleine  Rinne.  Man  bringt  dann 
auf  die  Kreisfläche  c  einen  Tropfen  der  sterilisirten  Lösung,  welche 
geimpft  wird,  oder  einen  eine  annähernd  bestimmte  Zahl  von  Bak- 
terien oder  Sporen  enthaltenden  Tropfen,  legt  dann  das  vorher 
durch  die  Flamme  gezogene  Deckglas  b  auf,  umrandet  es  mit  Vase- 
line oder  Wachs,  so  dass,  um  zu  starke  Verdunstung  zu  verhindern, 
nur  bei  der  Rinne  e  Luft  eintreten  kann,  welche  von  der  ganzen 
ßinne  her  Zutritt  findet  zu  der  zwischen  c  und  b  eingeschlossenen 
Flüssigkeitsschicht.  Diese  letztere  ist  in  ihrer  ganzen  Tiefe  für  starke 
Trockensysteme  und  schwache  Immersionssysteme  zugänglich. 

Brefeld  wählte  um  einen  Keim  zu  fixiren  erst,  wie  Klebs, 
die  von  Recklinghaus en-Geissler'schen  Kammern,  Fig.  10. 
Aber  (1.  c.  c  1881,  S.  17)  „der  capillare  Tropfen  ist  nach  seiner  An- 
sicht für  die  kleineren  Formen  zu  tief,  die  Masse  der  Flüssigkeit 
zu  gross,  daher  kommen  die  Bewegungen  bei  den  geringsten  Ein- 
flüssen, die  gar  nicht  zu  vermeiden  sind,  während  man  beobachtet, 
die  aber  schon  ausreichen,  eine  Verschiebung  des  eingestellten  Keims 
zu  veranlassen.  Die  Keime  müssen  fixirt  werden,  indem  man  die 
Menge  der  umgebenden  Nährlösung  so  reducirt,  dass  die  Bewegungen 
minimale  werden,  dass  aber  die  Menge  der  umgebenden  Nährlösung 
doch  ausreicht  für  den  Keim,  um  seine  volle  Entwicklung  zurück- 
zulegen. Dies  erreicht  man  nur  in  dünnen  Flüssigkeitsüberzügen. 
Um  sie  auf  der  Innenwand  der  Kammer  herzustellen,  so  dass  die 
stärksten  Linsen  heranreichen,  muss  man  andere  kleine  Kammern 
anwenden,  die  keinen  capillaren  Raum  haben,  die  von  dem  dünnsten 
Glase  in  Deckglasdicke  gemacht,  so  flach  auf  beiden  Seiten  sind, 
dass  innen  ein  gleichmässiger  üeberzug  entsteht,  und  dass  auf  der 
glatten,  gleichmässig  dicken  Fläche  die  Fixirung  eines  Keimes  mit 
starken  Trockensystemen  tagelang  ohne  Störung  möglich  wird.  Es 
ist  rathsam,  den  Kammerraum  nicht  grösser  zu  machen,  als  es  nach 
der  technischen  Herstellung  der  Kammer  eben  uöthig  ist.  Man 
saugt  die  reinen  Kammern  voll,  lässt  ausfliessen  und  stellt  die  ein- 
zelnen auf  den  Innenwänden  in  dem  dünnen  Ueberzuge  von  Nähr- 
lösung haften  gebliebenen  Keime  ein.    Die  Menge  der  Keime,  die 
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man  den  Nährlösungen  zumisclit,  kann  hier  weit  zahlreicher  sein; 
es  bedarf  keiner  vorherigen  Probe  ihre  Menge  zu  bestimmen,  eben- 
sowenig bedarf  es  langen  Sucliens,  sie  auf  den  Wänden  zu  finden. 
Es  gelang  mir  so,  ohne  alle  Mülie,  die  Keime  von  bacillus  und 
von  anderen  Bakterien  für  unbegrenzte  Zeit  zu  beobachten  und  hier 
geschlossene  Entwicklungsveihen  herzustellen,  wie  bei  grösseren  Pilzen. 
Dabei  ist  es  auf  das  leichteste  möglich,  die  Zeitdauer  zu  ermitteln, 
welche  für  die  Wacbsthums-  und  Theilungsvorgänge  und  schliesslich 
für  den  Kreislauf  der  Entwicklung  von  Spore  zu  Spore  nötliig  ist. 

Die  Anwendbarkeit  dieser  Kammern  für  die  Untersuchung  der 
Spaltpilze  reicht  bis  zu  den  kleinsten  Formen  hinab,  die  überhaupt 
noch  mit  den  stärksten  Trockensystemen  der  Beobachtung  zugäng- 
lich sind." 

Brefeld  bediente  sich  Kammern  der  Form  a,  Fig.  11,  welche 
Geissler  herstellt.  Ich  bediene  mich  der  Form  b,  gleichfalls 
von  Geissler  hergestellt.  Nach  meinen  Versuchen  gelingt  es  in 
der  That  derartig  dünne  üeberzüge  von  Flüssigkeit  herzustellen, 
wenn  die  Kammern  durch  Mineralsäure,  Alkohol,  Aether,  Hitze  aufs 
sorgfältigste  gereinigt  und  sterilisirt  sind.  Mit  grossem  Vortheil 
kann  man,  wie  Klebs  schon  1873  mit  ähnlichen  Kammern  es 
machte,  eine  dünne  Gelatineschicht  herstellen.  Ich  habe  in  solchen 
Gelatineschichten  die  Bildung  von  Colonien,  welche  mit  blossem 
Auge  sichtbar  wurden,  für  einzelne  Formen  von  einem  Keime  aus 
verfolgt.  Bei  der  von  mir  gewählten  Form  konnte  ich  homogene 
Immersion  V12  schwachem  Ocular  verwenden.  Bei  allen  diesen 
Kammern  bedarf  man  in  der  Eegel  eines  der  gebräuchlichen  heiz- 
baren Objecttische. 

Für  die  lückenlose  Ermittelung  des  Kreislaufs  von  Spore  zu 
Spore  dürften  diese  Kammern  mit  parallelen  Wänden  zur  Zeit  wohl 
das  meiste  leisten.  Für  orientirende  Versuche  ziehe  ich  aber  die 
weit  bequemeren  Beobachtungen  im  hängenden  Tropfen  vor. 

5.  Verdünnungs-Methode. 

Nachdem  Brefeld  mit  positivem  Erfolge  für  Schimmelpilze. 
Pasteur  für  Hefe  gezeigt  hatte,  dass  man  durch  systematische 
Verdünnung  der  Mikroorganismen  resp.  Sporen  haltigen  Lösung  es 
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dahin  bringen  kann,  dass  in  einer  bestimmten  Flüssigkeitseinheit 
annähernd  ein  Keim  vorhanden  ist,  von  dem  man  bei  Experimenten, 
bei  üebertragungen  in  stcrilisirten  Medien  ausgelien  kann,  uegirte 
N  ä  g  e  1  i ')  trotz  aller  vorausgegangenen  Versuche  die  Möglichkeit 
bei  Bakterien  Keinkulturen  zu  gewinnen.    „Spaltpilze  gestatten  mit 
Sicherheit  keine  Keinkultur,  theils  wegen  ihrer  ausserordentlichen 
Kleinheit,  theils  wegen  ihrer  allgemeinen  Verbreitung  im  Wasser 
imd  in  der  Luft."    Nicht  um  solche,  nach  seiner  damaligen  Mit- 
theilung ganz  aussichtslose  Versuche  zu  Reinkulturen  zu  machen, 
sondern  um  die  „Vermehrungsfähigkeit  der  Spaltpilze"   nach  der 
Intensität  der  Veränderung  des  Substrats  zu  prüfen,  gab  damals 
Nägeli  eine  Verdünnungsmethode  an,  indem  er  eine  bestimmte 
Menge  Schizomyceten  haltige  Flüssigkeit  mit  bestimmten  Mengen 
sterilisirtem  Wasser  verdünnte.  Nach  Darlegung  einer  interessanten 
Gleichung  mit  lauter  unbekannten  Grössen  kam  Nägeli  selbst 
(1.  c.  S.  646)  zu  dem  Schlüsse:  „Die  Auflösung  dieser  Gleichung  kann 
nm-  durch  Probiren  geschehen."   In  den  Untersuchungen  über  niedere 
Pilze*)  führt  Nägeli  einen  solchen  empirischen  Versuch  von  1871 
an,  nachdem  1877  die  Möglichkeit  der  Reinkulturen  geleugnet  war, 
indem  er  faulen  Harn  so  stark  mit  Wasser  verdünnte,  dass  je  zwei 
Tropfen  einen  Bakterienkeim  enthielten ;  durch  Uebertragen  je  eines 
Tropfens  in  ein  Glas  mit  sterilisirter  Lösung  gelang  ihm  damals 
eine  sichere  Trennung  von  Stäbchen  und  Kokken, 

Ich  finde  in  Nägeli 's  Untersuchungen  leider  keinen  Anhalt, 
um  diese  später  mitgetheilten  positiven  Resultate  von  1871  mit 
seiner  vollständigen  Negation  von  1877  und  seinen  theoretischen  An- 
schauungen über  die  Morphologie  der  Bakterien  und  die  Zusammen- 
setzung aller  Bakterien  aus  Kokken  in  Einklang  zu  bringen.  Sicher 
ohne  jede  Kenntniss  dieses  Versuches  von  Nägeli  vom  Jahre  1871 
theilte  List  er  3)  1878  mit,  dass  er  saure  Milch  so  verdünnt  habe, 
dass  ein  Tropfen  einen  Keim  enthalten  sollte.    Impft  er  nun  steri- 

1)  Nägeli  und  Schwendener:  Das  Mikroskop.  2.  Aufl     1877  S  644 

2)  1882,  S.  13.  ^    •  • 

8)  On  the  lactic  fermentation  and  its  bearings  on  pathology.  Transactions 
of  the  Pathological  Society  of  London  1878.   Bd.  XXIX. 
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lisirto  Milch  mit  2  bis  4  Tropfen  der  Verdünnung,  so  erliielt  er 
regehiiilssig  Säuerung  und  Gerinnung,  weniger  sicher,  wenn  er  von 
einem  Tropfen  ausging,  weil  in  letzterem  Falle  wohl  nicht  jeder  Tropfen 
auch  wirklich  einen  Keim  enthalten  hatte. 

Fitz^)  bediente  sich  bei  seinen  Gährungsversuchen  gleichfalls 
der  Verdünnungsmethode,  die  er  allein  als  die  „Ein -Zell -Kultur" 
gelten  lässt:  „Um  eine  Reinkultur  eines  gährungserregeuden  Spalt- 
pilzes zu  gewinnen,  ist  es  unbedingt  nothwendig.  von  einer  einzigen 
Zelle  als  Aussaat  auszugehen."    „Man  bestimmt  in  einer  gewölin- 
lichen,  noch  unreinen  Kultur  mit  Hülfe  einer  Zählkammer  annähernd 
die  Zahl  der  Spaltpilzzellen,  die  in  einem  Tropfen  enthalten  sind, 
und  verdünnt  dann  einen  Tropfen  so  stark  mit  sterilisirtem,  destil- 
lirtem  Wasser,  dass  im  Durchschnitt  auf  5  bis  10  Tropfen  der  ver- 
dünnten, gut  gemischten  Flüssigkeit   eine  Spaltpilzzelle  kommt. 
Man  sät  dann  in  einer  Serie  von  ca.  50  mit  Kulturflüssigkeit  be- 
schickten und  sterilisirten  Kölbchen  je  einen  Tropfen  aus  und  setzt 
sie  alsdann  in  ein  Thermostrat  von  S7^.    Von  den  50  Kölbchen 
werden  im  Laufe  der  nächsten  drei  Wochen  5  bis  10  Kölbchen 
Pilzentwicklung  zeigen.    In  einem  jeden  dieser  Kölbchen  wird  die 
Pilzkultur  unter  sich  einheitlich  und  rein  sein,  weil  sie  von  einer 
einzigen  Zelle  abstammt.    Man  erhält  so  die  verschiedenen  Spalt- 
pilze, die  in  der  ursprünglichen  unreinen  Kultur  enthalten  waren, 
jeden  für  sich  isolirt." 

Für  pathogene  Bakterien,  speciell  für  Milzbrandbacillen,  ver- 
wandte Buchner 2)  die  Verdünnungsmethode,  indem  er  Milzpulpa 
zerrieb  und  mit  sterilisirtem  Wasser  so  stark  verdünnte,  dass  auf 
ca.  10  ccm  eine  einzige  Bakterie  kam.  Mit  solchen,  einen  Keim  ent- 
haltenden 10  ccm  wurden  dann  die  sterilisirten  Nährlösungen  inficirt. 

Aehnlich  verfuhr  Hansen»),  indem  er  für  Hefe  die  Verdünnung 
so  weit  trieb,  dass  erst  2  ccm  eine  Zelle  enthielten. 

1)  Ueber  Spaltpilzgiihrungen.  VII.  Berichte  der  Deutschen  Chemischen 
Gesellschaft.   XV.  Bd.    1882,  S.  867. 

2)  Ueber  die  experimentelle  Erzeugung  des  Milzbrandcontagiums  aus  den 
Heupilzen.   Untersuchungen  über  niedere  Pilze  von  Niigeli  188-2,  S.  147. 

8)  Ueber  das  Zählen  mikroskopischer  Gegenstände  in  der  Botanik.  Zeit- 
schrift f.  wissenschaftl.  Mikroskopie.    I.  Bd.    1884,  S.  191. 
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Zur  Zählung  der  Anzahl  der  Keime  in  der  ursprünglichen 
Flüssigkeit  sowohl,  als  in  den  verdünnten  Lösungen,  bringt  man  eine 
bestimmte  Menge  in  einen  Blutkörperchen-Zählapparat.  Man  kann 
hierzu  die  Kammer  von  Hayem-Nachet  Avählen.  Dieselbe, 
Fig.  7,  S.  27,  besteht  aus  einem  Objectträger  A,  B,  auf  dem  eine 
mit  kreisförmigem  Ausschnitt  c  versehene  Glasplatte  b  von  ganz 
bestimmter  Dicke,  0,2  mm,  oder  für  Bakterien  noch  besser  0,1  mm 
Dicke,  befestigt  ist,  wie  sie  Zeiss  liefert.  Durch  Auflegen  eines 
sehr  sorgfaltig  geschliffenen  Deckglases  d  entsteht  ein  von  parallelen 
Wänden  eingeschlossener  Raum,  von  genau  0,2  oder  0,1  mm  Höhe, 
welcher  eine  ganz  bestimmte  Menge,  eine  Volumeneinheit, 
Flüssigkeit  fasst.  Die  Zählung  geschieht  dann  mit  Hülfe  eines 
Ocular- Netzmikrometers.  Die  Flüssigkeit  muss  den  Raum  genau 
füllen,  das  Deckglas  berühren,  ohne  überzutreten. 

Noch  feineres  Arbeiten  gestattet  die  Modification,  Fig.  13, 
welche  von  T  h  o  m  a  ^)  angegeben  ist  und  von  Zeiss  ausgeführt  wird. 

Fig.  13. 


Auf  einen  Objectträger  A,  B  ist  eine  oben  polirte  Glasplatte  a  be- 
festigt ,  deren  kreisförmiger  Ausschnitt  d  die  seitliche  Kammerwand 
bildet^In  diesem  Ausschnitte  ist  eine  kreisförmige  Glasplatte  c 

I)  Abbe:  Ueber  Blutkörper-Zählung.  Sitzungsberichte  der  Jenaischen 
Gesellsch.  f.  Med.  u.  Naturwissenschaft  1878,  No.  29.  —  Lyon  und  Thoma- 
Ueber  die  Methode  der  Blutkörperzählung.  Vi r che w 's  Archiv  '  188l' 
Bd.  LXXXIV,  S.  131. 
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anfgekittot,  welclie  so  stark  ist,  dass  der  Raum  e  zwischen  ihr  und 
dem  aufgelegten  Deck  glase  b,  der  eigentliche  Zählraum,  genau  0,1  mm 
beträgt;  a  und  c  sind  sorgfältig  parallel  zur  Oberfläche  des  Object- 
trägers  geschlitl'en ;  ebenso  muss  die  Deckplatte  b  so  sorgfältig  plan- 
parallel geschliffen  und  so  gereinigt  sein,  dass  sich  bei  Andrücken 
derselben  an  die  polirte  obere  Fläche  der  Kammer  New  ton 'sehe 
Farbenringe  bilden,  welche  bei  Nachlassen  des  Druckes  bestehen 
bleiben.  Die  Mischung  geschieht  mit  einem,  auch  für  die  ersten 
Zählkammern  zu  verwendenden  Mischgefäss.  Da  genaue  Gebrauchs- 
anweisung den  Apparaten  beigegeben  wird,  genügen  diese  Daten. 
Der  Vortheil  der  Thoma' sehen  Kammer  besteht  darin,  dass  das 
Ocular-Mikrometer  wegfällt,  weil  in  die  Platte  c  eine  Gittertheilung, 
1  qmm  in  400  quadratische,  gleichgrosse  Felder,  eingeritzt  ist.  Man 
braucht  deshalb  den  absoluten  Werth  eines  Theils,  der  sich  bei 
jedem  Objectiv  und  jeder  Tubuslänge  ändert,  gar  nicht  zu  kennen, 
wie  bei  einem  Ocularmikrometer. 

Man  mag  aber  die  Zählung  noch  so  genau,  die  Mischung  noch 
so  sorgfältig  vorgenommen  haben,  eine  absolute  Sicherheit  für  den 
Ausgang  von  einem  Keime  giebt  auch  die  Verdünnungsmethode  als 
„Ein-Zell-Kultur"  nicht.  „Mängel  haften,  wie  Hansen  trotz  seiner 
trefflichen  Ermittelungen  unumwunden  zugiebt,  auch  dieser  Methode 
an;  namentlich  ist  es  nicht  sicher,  ob  die  Anzahl  Zellen,  welche 
man  im  Voraus  berechnet  hat,  sich  wirklich  im  Kolben  mit  der 
fertigen  Tnfectionsflüssigkeit  befindet;  es  kann  sogar  vorkommen, 
dass  nicht  eine  einzige  Zelle  hineingelangt  ist,  ferner  auch,  dass  sich 
mehrere,  als  man  gewünscht  hatte,  vorfinden." 

Die  Verdünnungsmethode  kann  auch  in  der  besten  Form  dem 
theoretischen  Postulate  des  Ausgangs  von  einem  Keime  nur  bedingt 
gerecht  werden.  Will  man  weiter  eine  nur  massige  Garantie  haben 
dafür,  dass  die  verschiedenen  Arten  von  Bakterien,  welche  eine 
Mischung  enthalten  kann,  durch  die  Verdünnungsmethode  leidlieh 
getrennt  werden,  so  bedarf  man  ausserordentlich  vieler  Einzelver- 
suche, welche  von  Fitz  selbst  für  seinen  ganz  concreten  Fall,  auf 
50  angegeben'  wurden,  welche  aber  in  die  Hunderte  und  Tausende 
gehen  müssten,  wenn  es  sich  um  Faulüüssigkeiten  oder  stark  vor- 
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imreinigtes  Wasser,  oder  ähnliche  Gemische  mit  vielen  verschiedenen 
Bakterien  handelt. 

Ohne  Eingeständniss  dieses  practischen  Bedenkens,  welches  der 
Verdünnungsmethode  viele  Schranken  zieht,  haben  deshalb  alle 
Forscher,  welche  sich  mit  Erfolg  der  Verdünnungsraethode  bedient 
haben,  dafür  gesorgt,  ein  schon  möglichst  reines,  einheit- 
liches Ausgangsmaterial  durch  Massenkiiltur en  vorzu- 
bereiten unter  Zuhülf  enahm  e  secundärer  Momente, 
welche  sich,  nach  Brefeld  (1.  c.  cl881,  S.  12),  ,  aus  der  abweichen- 
den Lebensweise  imd  aus  anderen  morphologischen  und  physiolo- 
gischen Eigenthümlichkeiten  der  verschiedenen  Formen  herleiten 
lassen."  Mit  dieser  Einschränkung  ist  die  bis  zur  Ein-Zell-Kultur 
getriebene  Verdünnung  recht  gut  zu  brauchen  für  einzelne  pathogene 
Organismen,  noch  mehr  für  Fermentbakterien,  deren  Existenzbeding- 
ungen man  schon  annähernd  kennt,  oder  aus  der  Art  ihres  spontanen 
Vorkommens  vermuthet.  Das  durch  die  Eeinkulturen  erst  zu  be- 
weisende, die  Biologie  der  Bakterien,  wird  in  diesen  Fällen  demnach 
provisorisch  als  schon  bekannt  vorausgesetzt. 

Man  wählt  Nährflüssigkeiten,  von  welchen  man  bestimmt  weiss, 
oder  vermuthet,  dass  sie  die  supponirte  Gährung  eingehen  können, 
impft  dieselben  mit  einer  Spm-  oder  einem  Tropfen  des  noch  unreinen 
Ausgangsmaterials,  bringt  diese  so  geimpften  Kölbchen  in  höhere 
oder  niedere  Temperatur,  überträgt  nach  eingetretener  Entwicklung 
ein  zweites  Mal,  bis  man  eine  leidliche  Reinkultur  eines  Organismus 
hat,  wie  bei  den  Methoden  1  und  2. 

Andere  solcher  Kölbchen  hält  man  unter  Luftabschluss,  wenn 
man  vermuthet,  dass  die  betreffende  Fermentation  besser  bei  Be- 
schränkung oder  Abschluss  von  Luftsauerstolf  vor  sich  geht^),  wie 
bei  den  Experimenten  über  Anaerobiose  noch  genauer  dargelegt  wii-d. 
Nach  einigen  derartigen  Uebertragungen  nimmt  man  die  Zählung 
und  Verdünnung  vor,  und  dann  die  Impfung  sterilisirter  Nähr- 
lösungen mit  den  Volumeneinheiten  mit  je  einem  supponirten  Keime. 


1)  Fitz:  Uebcr  Spaltpilzgährungen.  IX.  Berichte  der  deutschen  chemischen 
Gesellschaft  1884.   Bd.  XVII,  S.  1188. 
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Unter  diesen  Massenkulturen  bedarf 

die  Erhitzuttgsmethode, 
wie  ich  sie  kurz  nennen  möchte,  einer  genaueren  Besprechung. 

In  allen  Fällen,  in  denen  nach  kürzerem  oder  längerem  Ein- 
wirken der  Siedehitze  oder  einer  dieselbe  noch  übersteigenden  Tem- 
peratur in  Flüssigkeiten  später  Bakterienvegetation  eintrat,  ermittelte 
C  0  h  n  1).  zuerst,  dass  es  sich  immer  um  Sporen  bildende  Bakterien 
handelte,  deren  Sporen  auf  kürzere  oder  längere  Zeit  den  hohen 
Temperaturen  widerstanden.  MiqueP)  isolirte  einen  Ammoniak 
bildenden  „bacillus  ureae*  aus  Abwässern,  in  denen  seine  Sporen 
vorhanden  waren,  dadurch,  dass  er  Gläser  mit  diesem  sporenhaltigen 
Wasser  auf  108"  erhitzte.  Brefeld  3)  fand,  dass  zur  Vernichtung 
der  Sporen  des  bacillus  subtilis  nöthig  waren,  dreistündiges  Kochen 
bei  Siedetemperatur,  oder  eine  Wärme  des  Oelbades  von  105 "  ^/^  Stunde, 
von  107°  10  Minuten,  von  110"  5  Minuten.  Durch  Abkürzung 
dieser  Zeit  kann  man  diese  Bacillen  rein  von  allen  weniger  wider- 
standsfähigen erhalten.  Prazmowski*)  bediente  sich  zur  Erzielung 
imd  Erhaltung  von  Reinkulturen  der  sporenbildenden  Bacillen  und 
Clostridien  des  kürzeren  oder  längeren  Auf  kochens  der  sporenhaltigen 
Flüssigkeiten.  Ohne  Eücksicht  auf  diese  Ermittlungen  hat  dann 
Gunning^),  ausgehend  von  einer  miss verständlichen  Auffassung 
der  Methode  der  durchsichtigen  festen  Nährmedien,  vorgeschlagen 
die  höheren  Temperaturen  systematisch  zu  verwenden  zur  Isolirung 
der  verschiedenen  Bakterien.  Gunning  selbst  isolirte  dabei  aller- 
dings, wie  alle  vor  ihm,  eine  sporenbildende  Art. 

Bei  systematischer  Prüfung  dieser  Methode  durch  Verwendung 
von  sporenfreien  und  sporenhaltigen  Reinculturen  verschiedener  Bak- 

1)  Untersuchungen  üher  Bakterien,  Bd.  IV;  die  Bakterien  und  die  Ur- 
zeugung. Beiträge  zur  Biologie  der  Pflanzen.  II.  Bd.,  Heft  2,  1876,  S.  249. 
Vergl.  auch  die  Literatur  im  ersten  Abschnitt  und  über  Sporenfärbung. 

2)  Bulletin  de  la  societe  chimique  de  Paris  1879.  Bd.  XXXII,  S.  127. 
8)  Botanische  Untersuchungen  über  Schiuinielpilzc,  Bd.  IV,  1881.  S.  öl. 

Untersuchungen  über  die  Entwicklungsgeschichte  und  Fornioutwirkung 
einiger  Bakterien-Arten  1880,  S.  8. 

6)  Beiträge  zur  hygienischen  Untersuchung  des  Wassers.  Archiv  für 
Hygiene,  I.  Bd.,  1883,  S.  335. 
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terienavten  ermittelte  ieli,  was  allerdings  für  jeden  mit  der  Biologie 
der  Bakterien  Vertrauten  vorauszusehen  war,  dass  man  auch  durch 
systematisches  Erhitzen  unterlialb,  bei  und  oberhalb  der  Siedetem- 
peratur immer  nur  die  widerstandsfälligeren  von  den  weniger  resis- 
tenten trennen  kann,  derart,  dass  sich  für  practische  Zwecke  aus- 
schliesslich die  Trennung  sporenh altiger  Bakterien  von  sporenfreien 
empfiehlt.  Sind  zwei  annähernd  resistente  Sporenarten  vorhanden, 
so  ist  durch  kürzeres  oder  längeres  Erhitzen  allein  eine  genügende 
Trennung  nicht  zu  erreichen.  Das  Verfahren,  durch  Erhitzen 
leidliche  oder  ganz  reine  Massenkulturen  zu  gewinnen,  ist,  wie  ich 
schon  früher  ^)  angab,  auf  bestimmte  Fälle  beschränkt,  aber  für  diese 
auch  so  gut  brauchbar,  dass  es  zur  Trennung  sp orenhaltiger 
von  sporenfreien  Bakterien  wohl  die  beste  Methode  zur  Ge- 
winnung von  vorbereitenden  Massen kulturen,  oft  selbst  von  wirklichen 
Keinkulturen  ist. 

6.  Kulturen  in  Haarröhrchen  nach  Salomonsen. 

Bei  der  spontanen  Veränderung  des  Blutes  durch  Fäulniss  be- 
obachtete Salomonsen 2),  dass  sich  im  Blute  schwarze  „Fäulniss- 
flecke"  durch  Reduction  des  Oxyhämoglobin  bilden,  welche  am 
Boden  kreisrund  und  scharf  contourirt,  nach  obenzu  mehr  keulenförmig 
sind,  die  sich  allmählich  vergrössern,  berühren  und  dann  eine  diffuse 
dunklere  Färbung  der  ganzen  Blutmasse  hervorrufen.  So  lange  diese 
Flecke  noch  isolirt  sind,  besteht  jeder  solcher  Fleck  nach  Salo- 
monsen aus  einer  einzigen  Bakterienart,  welche  durch  ihre  Vege- 
tation die  Farbenveränderung  des  Blutes  bewirkt.  Jeder  solcher 
Fleck  ist  eine  Colonie,  eine  ächte  Eeinkultur  einer 
einzigen  Art.  Saugt  man  nun  frisches  oder  difibrinirtes  Blut  in 
Haarröhrchen  ein,  so  entstehen  in  dem  Blute  in  diesen  ßöhrchen 
gleichfalls  derartige  isolirte  Fäulnissflecke.  Statt  wirklicher  Capillar- 

1)  Mittheilungen  aus  dem  Kaiserlichen  Gesundheitsamte,  II.  Bd.,  1884 
S.  330. 

2)  Zur  Isolation  differentcr  Bakterienformen.  Botanische  Zeitung  1876, 
No.  39;  Studier  over  Blodets  Forraadnelse  1877;  Eine  einfache  Methode  zur 
Reinkultur  verschiedener  Fäulnissbakterien.   Botanische  Zeitung  1880,  No.  28. 
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röhren,  Lymphröhrchen,  kann  man  auch  feine  Glasröhren  verwenden, 
welclie  an  einem  Ende  zur  Capillare  ausgezogen  werden,  Fig.  14. 
Unter  den  so  entwickelten  Colonien  bemerkt  man  mit  schwäclieren 
Vergrösserungen,  z.  B.  mit  der  Loupe,  kleine  Differenzen  in  der 
Grösse,  der  Schnelligkeit  des  Wachsthums  und  in  den  Formen  (b,  c, 
d,  e,  der  2,  Abbildung  von  Figur  14).  Jede  solche  kleine 
Differenz  ist  ein  sichtbares  Zeichen,  dass  derartige 
differente  Colonien  verschiedenen  Bakterienformen 
ihren  Ursprung  verdanken.  Will  man  nun  eine  solche  Kein- 
kultur  zu  Uebertragnngen  verwenden,  so  bricht  man  das  Röhrchen 
in  der  Nähe  durch,  taucht  eine  vorher  geglühte  Fig.  14. 
Platinnadel  ein  und  überträgt  unter  schnellem 
Oeffnen  in  eine  sterilisirte  Lösung, 

Die  Eöhrchen  erhalten  an  einem  Ende  vor- 
theilhaft  eine  kleine  Verengerung  oder  Knickung, 
bei  welcher  (a)  Baumwolle  oder  Asbest  eingepresst 
■wird,  während  das  zur  Capillare  ausgezogene  Ende 
zugeschmolzen  ist;  das  so  vorbereitete  Röhrchen 
wird  durch  Hitze  sterilisirt.  Das  zugeschmolzene 
Ende  wird  erst  in  der  Flüssigkeit  abgebrochen, 
durch  Saugen  an  dem  mit  Watte  verschlossenen 
Ende  gefüllt,  nach  dem  Herausnehmenmit  Alkohol 
gereinigt,  und  dann  am  capillaren  Ende  von 
Neuem  zugeschmolzen  oder  mit  einem  Lack  ver- 
schlossen. 

Aehnlich  ist  das  Entstehen  von  isolirten  Fäul- 
nissflecken, oder  überhaupt  von  Bakterien-Colonien 
in  Substanzen,  welche  spontan,  wie  das  Blut  durch 
die  Bildung  der  Cruorschicht,  fest  werden  oder  ge- 
latiniren,  während  in  wirklichen  Lösungen  eine  solch 
scharfe  Isolirung  auch  in  Haarröhi'chen  nicht  ein- 
tritt. Mit  Berücksichtigung  dieses,  damals  von 
Salomonsen  noch  nicht  vollständig  erkannten 
Punktes  war  diese  Methdoe  bis  vor  wenigen  Jahren  eine  der  zuvor- 
lässigsten, um  wirkliche  Reinkulturen  zu  erzielen. 

Entnimmt  man  Blut  von  gesunden  Thieren,  ohne  dass  mit  dorn 
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Blute  Luft  zutreten  konnte,  direct  den  Gefässen,  so  entstehen  nie- 
mals solche  JFäulnissflecke.  Man  verfährt  nach  Salomonsen  in 
der  Art,  Abbildung  1,  Fig.  14,  dass  man  das  ausgezogene,  zuge- 
schmolzene Endo  einer  sterilisirten  Glasröhre  in  das  unter  antisep- 
tischen Cautelen  biosgelegte  und  geöffnete  Gefäss  einbringt  und, 
nachdem  erst  etwas  Blut  neben  der  Röhre  ausgeflossen  ist,  bei  b 
auf  die  Rölire  festbindet.  Dann  zerbricht  man  l^ei  f  das  ausgezogene 
Ende  innerhalb  des  Gefässes  und  füllt  durch  Saugen  am  entgegen- 
gesetzten Ende,  welches  durch  sterilisirte  Watte  oder  Asbest  ge- 
schlossen ist,  die  Röhre  mit  Blut.  Darauf  legt  man  die  Ligaturen 
a,  c  und  d,  schneidet  zwischen  a  und  b,  und  zwischen  c  und  d  durch  und 
schmilzt  an  der  Elamme  unterhalb  b  zu.  An  dieser  Seite  konnte 
zu  keiner  Zeit  des  Füllens  Luft  zutreten,  und  an  der  andern  Seite 
kann  nur  filtrirte  Luft  zutreten.  Die  Röhrchen  kommen  dann  in 
Thermostate  bei  Bluttemperatur. 

Die  Glasröhrchen  werden,  wie  ich  gefunden  habe,  am  sichersten, 
ehe  sie  die  definitive  Gestalt  erhalten,  erst  mit  Sublimatlösung 
1  p.  M.  desinficirt,  das  Sublimat  mit  Alkohol  entfernt,  der  Alkohol 
mit  Aether  aufgenommen  und  dieser  durch  Erwärmen  verdunstet. 
Dann  wird  das  eine  Ende  ausgezogen  und  zugeschmolzen,  das  andere 
Ende  erhält  eine  leichte  Verengerung  oder  Torsion,  und  wird  bis 
zu  dieser  Stelle,  wie  a  in  der  2.  Abbildung  der  Figur  14,  mit 
Asbest  oder  Watte  fest  gefüllt.  Diese  so  vorbereiteten  Röhrchen 
werden  bei  150  bis  160  <>  1  bis  2  Stunden  endgültig  sterilisirt  und 
nach  dem  Abkühlen,  unmittelbar  vor  der  Operation,  das  einzuführende 
Ende  noch  einmal  schnell  durch  die  Flamme  gezogen. 

Zahn^)  nahm  statt  solcher  Glasröhren  Pipetten  von  50  bis 
300  ccm  Inhalt,  deren  einzuführendes  Ende  spitz  ausgezogen  und 
deren  anderes  Ende  vorläufig  an  einer  Stelle  verjüngt  wurde.  Dann 
wurde  der  Ballon  der  Pipette  auf  dem  Wasserbade  oder  in  der 
freien  Flamme  stark  erhitzt,  während  des  Erhitzens  vielfach 
die  Luft  noch  ausserdem  durch  Sauerstofl",  Kohlensäure  oder  Wasser- 
stoff verdrängt,  und  während  des  Erhitzens  und  Durchleitens  der 

1)  Untersuchungen  über  das  Vorkommen  von  Fäubiisskeimcn  im  Blut  ge- 
sunder Thiere.   Arch.  f.  pathol.  Anatomie  1884,  Bd.  CXXXXV,  S.  401. 

Hueppo,  BaktDrk'n-Forschung.  _ 
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Gase  sowohl  das  ausgezogene  Ende  als  die  verjüngte  Stelle  zuge- 
schmlozen.  Das  Sterilisiren  geschab  durch  hohe  Temperatur.  Da 
die  Luft  in  der  Pipette  durch  das  Erhitzen  verdünnt  war,  erfolgte 
nach  Abbrechen  der  Spitze  im  Gefässe  die  Füllung  in  Folge  des  nega- 
tiven Druckes.  Beim  nacbherigen  Zuschmelzen  können,  nach  Zahn, 
sich  bisweilen  feine  Risse  einstellen,  worauf  man  sorgfaltig  zu  achten 
bat.  Ich  überziehe  diese  Stellen  unmittelbar  nach  dem  Abschmelzen 
sofort  mit  einer  Kuppe  von  Siegellack. 

Stammt  das  Blut  von  gesunden  Thieren,  so  trennt  sich  der 
Blutkuchen  von  dem  Blutserum ;  auf  dem  letzteren  bildet  sich  bis- 
weilen ein  feines  Häutchen  aus  feinsten  Petttröpfchen  und  veränder- 
ten Blutplättchen.  Die  zelligen  Elemente  zerfallen  allmählich  einer 
regressiven  Metamorphose,  die  Granulationen  treten  aus.  Aber  wirk- 
liche Bakterien,  selbst  Kokken,  treten  nicht  auf,  und  die  Päulniss- 
flecke  stellen  sich  nicht  ein.  Diese  Blut-Granulationen  sind  sowohl 
direct  als  Bakterien  aufgefasst,  als  auch  als  Bakterien  durch  Ana- 
morphose  des  Protoplasma  erklärt  worden.. 

Enthielt  das  Blut  Bakterien,  wie  bei  vielen  Infectionski-ankheiten, 
so  kann  man  dieselben  in  diesen  Köhren  als  Reinkulturen  erhalten. 


7.   Die  Infections-Methode. 

Bei  dem  höchsten,  in  der  Einleitung  als  streng  obligater  Para- 
sitismus bezeichneten  Grade  der  Anpassung  an  die  parasitische 
Lebensweise  scheinen  a  priori  nur  die  Gewebe  des  thierischen  oder 
pflanzlichen  Organismus  den  Parasiten  die  nöthigen  Existenzbeding- 
ungen zu  bieten,  und  in  manchen  extremen  Fällen  scheint  nur 
eine  ganz  bestimmte  Art,  oder  selbst  nur  eine  bestimmte  Varietät 
den  Parasiten  als  Wirth  dienen  zu  können.  Derartige  Beobachtungen 
führten  dazu,  gesunde  Thiere  und  Pflanzen  der  für  die 
Parasiten  empfänglichen  Arten  künstlich  mit  den- 
selben zu  in  ficireu,  so  dassdann  der  künstlich  in ficirte 
Organismus  diese  Parasiten  unter  reinen  Bedingungen 
enthielt.  Ich  erinnere  nur  an  die  bekannten  Experimente  über 
Trichinose,  an  die  Infectionen  von  Pflanzen  mit  Pilzen  von  de  ßary, 
van  Tieghem  und  besonders  von  Brefeld,  welcher  die  Aufgabe 
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der  Iiifectionsmethode  dahin  präcisirte  i),  „erstens  zu  ermitteln  wo 
und  wie  die  Pilzkeime  eindringen,  dann  zweitens  die  Entwicklung 
des  Pilzes  und  das  Fortschreiten  der  typischen  Erkrankung  der 
Wirthe  von  den  eingedrungenen  Pilzkeimen  lückenlos  herzuleiten." 

Die  sowohl  durch  klinische  Beobachtungen,  durch  Thatsachen 
der  Epidemiologie  als  vielfache  Experimente  festgestellte  üeber- 
tragbarkeit  vieler  lufectionskrankheiten  führte  dann,  nachdem  man 
manche  dieser  Krankheiten  in  Beziehungen  zu  Bakterien  zu  bringen 
gelernt  hatte,  dazu,  die  Infectionsmethode  auch  auf  die 
Bakterien  anzuwenden.  Wir  müssen  strenggenommen  hierbei 
zwei  Dinge  auseinanderhalten.  Einmal  die  Uebertraguug  anderweitig 
gewonnener  Reinkulturen  auf  Thiere  zum  Nachweise  der  malignen 
Eigenschaften  dieser  Bakterien,  und  zweitens  die  üeb ertragungen 
von  Thier  zu  Thier  ohne  anderweitig  vorausgegangene  Reinkulturen. 
Es  wurden  früher  meist,  aber  oft  selbst  jetzt  noch,  zu  solchen  Infec- 
tionen  beliebige  Thierspecies  verwendet,  welche  gerade  im  Labora- 
torium zur  Hand  waren.  Da  ermittelte  Koch 2),  dass  bei  üeber- 
tragung  von  Faulflüssigkeiten  auf  Feld-  und  Hausmäuse  nur  die 
letzteren  an  einer  bestimmten,  durch  feine  Bacillen  bedingten  Septi- 
kämie  zu  Grunde  gingen,  und  dass  nach  einigen  üebertragungen  von 
Maus  zu  Maus  das  Blut  dieser  letzteren  eine  tadellose  Rein- 
kultur dieser  B akterienart  darstellte.  Dasselbe  ermittelte 
er  für  eine  andere  Bakterienart  durch  Uebertragimg  von  anderen 
Paulflüssigkeiten  auf  Kaninchen ;  auch  bei  diesen  waren  nach  wenigen 
üebertragungen  von  Thier  zu  Thier  alle  übrigen,  ursprünglich  in 
der  Flüssigkeit  reichlich  vorhandenen  Bakterien  eliminirt  und  das 
Blut  bot  eine  Reinkultur  einer  einzigen  Bakterienart.  Milzbrand- 
bacillen  tödten  Mäuse  so  absolut  sicher,  dass  man  durch  Ueber- 
tragung  von  Bakteriengemengen,  welche  Milzbrandbacillen  enthalten, 
auf  Mäuse  nach  wenigen  üebertragungen  diese  Bakterien  rein  er- 
halten kann.   Ferner  gelang  es  Carter  und  Koch  Affen  mit  Re- 

1)  Die  künstliche  Kultur  parasitischer  Pilze.   Botanische  Untersuchungen 
über  Hefenpilze,  Bd.  V,  1883.  S.  1. 

3)  Untersuchungen  über  die  Aetiologie  der  Wundin fectionskrankheiten  1878 
Zur  Untersuchung  von  pathogenen  Organismen.  Mittheilungen  aus  dem  Kaiser- 
lichen Gesundheitsamte,  Bd.  I,  1881,  S.  1. 
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ciirrcnsbliit  zu  inficircD,  derart  dass  das  Blut  dieser  Tliiere  Rein- 
kulturen der  Kecurrens-Spirochäten  repräsentirte. 

Aus  derartigen  Ermittelungen  leitete  Koch  das  wichtige  Pos- 
tulat her,  zu  Infectionsversuchen  zunächst  solche  Thier- 
species  zu  verwenden,  welche  nachweislich  empfäng- 
lich für  die  betreffende  Krankheit  sind,  also  Thiere  der- 
selben Art,  und  bei  nicht  Ausführbarkeit  dieses  Postulats  zuerst 
Speeles  zu  Avählen,  welche  der  Thierart  nahe  stehen,  bei  der  die 
Krankheit  spontan  auftritt.  Die  Technicismen  folgen  bei  den  üeber- 
tragungs  versuchen . 

Diese  Infectionsmethode  als  Methode  der  Rein- 
kultur, bei  der  das  Blut  oder  überhaupt  der  absicht- 
lich inficirte  Organismus  eine  Reinkultur  der  infec- 
tiösen  Mikroorganismen  darstellt,  ist  ins  Auge  zu  fassen 
bei  allen  den  Bakterien,  welche  den  höchsten  Grad  der  parasitischen 
Adaption  zeigen,  und  bei  allen  den  Infectionskrankheiten,  bei  denen 
Mikroorganismen  bis  jetzt  noch  nicht  nachgewiesen  sind,  welche  aber 
klinisch  und  epidemiologisch  rein  contagiös  auftreten.  Bei  einzelnen 
dieser  Krankheiten,  bei  vielen  acuten  Exanthemen,  scheinen  aber 
selbst  derartige  Ueb ertragungen  ganz  aussichtslos,  weil  diese  Krank- 
heiten möglicherweise  ganz  ausschliesslich  den  Menschen  befallen,  weil 
bei  denselben  die  supponirten  Mikroorganismen  nur  noch  im  mensch- 
lichen Körper  die  Existenzbedingungen  finden.  In  solchen  Fällen  ist 
natürlich  die  Lösung  aller  in  der  Einleitung  gestellten  Prägen  unmög- 
lich, und  es  würde  unbillig  sein  von  der  bakteriologischen  Forschung 
hier  die  Lösung  von  Aufgaben  zu  verlangen,  welche  der  Natur  der 
Sache  nach  unlösbar  sind. 

In  diesen  Fällen  müssen  aber  die  lösbaren  Theile  <ler  Aufgabe 
um  so  gewissenhafter  ermittelt,  die  klinischen  und  epidemiologischen 
Beobachtungen  um  so  kritischer  gesichtet  werden. 

Aber  der  Bakteriologe  darf  erst  verzichten  auf  die  Lösung  aller 
Aufgaben,  wenn  wirklich  alle  Möglichkeiten  erschöpft  sind.  Eine 
Verbesserung  der  Methoden  gestattet  bisweilen  scheinbar  unmögliche 
Aufgaben  noch  lückenlos  zu  lösen,  wie  die  glänzendste  Leistung  auf 
diesem  Gebiete,  Koch 's  Ermittelung  der  Aetiologie  der  Tuber- 
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kulose,  lehrt,  bei  welclior  das  Experiment  Keinkulturen  herzustellen 
ffestattete  ausserhalb  des  thierischen  Organismus  trotz  des  scheinbar 
höchsten  Grades  parasitischer  Adaption. 

8.  Die  Kulturen  auf  durchsichtigem,  festen  Nährboden 

nach  Koch. 

Bis  zur  Mittheilung  dieser  Methode  ^)  waren  an  Thatsachen  er- 
mittelt, welche  zui-  Herstellung  von  Reinkulturen  in  bestimmten 
Fällen  sich  bewährt  hatten: 

1.  Die  Vortheile  des  festen,  undurchsichtigen  Nährbodens  für 
die  isolirte  Kultur  characteristischer  Bakterien  durch 
Schröter. 

2.  Die  Möglichkeit  des  isolirten  Wachsens  von  reinen  Bakterien- 
colonieu  im  Blute  und  die  Möglichkeit  der  Differentialdiag- 
nose solcher  Colonien  mit  schwachen  Vergrösserungen  durch 
Salomonsen. 

3.  Die  Vortheile  durchsichtiger  Medien  für  viele  Fälle  dm-cli 
Pasteur,  Cohn,  Brefeld. 

4.  Das  Prinzip  des  Ausganges  von  einem  Keime  durch  Bre- 
feld, Pasteur,  Lister,  Nägeli,  Fitz. 

5.  Bei  Anwendung  dieses  Princips  die  Nothwendigkeit  der  ört- 
lichen Trennung,  um  jedem  solchen  einzelnen  Keime  die 
Möglichkeit  zu  geben,  isolirt  und  rein  sich  zu  vermehren. 

6.  Die  Einführung  der  Gelatine  durch  Klebs  und  Brefeld, 
um  die  Verdunstung  von  Nährflüssigkeiten  aufzuheben. 

Diese  Vortheile  waren  bis  zu  Koch  immer  nur  isolirt  zm- 
Anwendung  gekommen.  Das  verbindende  Glied,  welches  gestattet, 
die  meisten  dieser  Vortheile  derart  zu  vereinigen, 
dass  durch  diese  Verbindung  die  universellste  und 
zugleich  einfachste  aller  Methoden  resultii^te,  fand  aber 
erst  Koch. 


1)  Zur  Untersuchung  von  pathogenen  Organismen.  Mittheilungen  aus  dem 
Kaiserlichen  Gesundheitsamte,  Bd.  I,  1881,  S.  1. 
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Auf  festem  Nährboden  waclisen  durch  absichtliclie  oder  Luft- 
infectiou  hinaiifgelangte  Keime,  wie  früher  schon  geschildert,  zuuäclist 
isolirt  zu  einer  Colonie  aus.  Ist  dieser  feste  Nälirboden  undurch- 
sichtig, so  gelingt  eine  genügende  Beobachtung  nur  bei  besonders 
character istisch  wachsenden  Mikroorganismen,  wie  es  z.  B.  die  Pi^r. 
meutbakterien  sind.  Ist  aber  der  Nährboden  nicht  nur  fest,  sondern 
gleichzeitig  durchsichtig,  so  kann  man  mit  Hülfe  schwacher  Ver- 
gi-össerungen  auch  Colonien  unterscheiden  durch  Eigenthümlichkeiten 
des  Wachsthums,  welche  für  das  blosse  Auge  oder  Loupenvergrösse- 
rung  nicht  mehr  deutlich  wahrnehmbar  sind.  Koch  vereinigte 
die  Vortheile  des  festen  Nährbodens  zur  Trennung 
differenter  Keime  mit  den  Vortheilen,  welche  der 
durchsichtige  Nährboden  zur  directen  mikroskopischen 
Beobachtung  bietet.  Diese  gleichzeitige  Betonung 
der  Festigkeit  und  Durchsichtigkeit  unterscheidet 
Koch's  Methode  von  allen  anderen  Methoden. 

Koch  schlug  zur  Erreichung  dieses  Zieles  zwei  ganz  verschie- 
dene Wege  ein,  indem  er  einmal  feste  durchsichtige  Nähr- 
medien wählte,  welche  ohne  jeden  Zusatz  diesem  Postulat 
gerecht  wm-den,  und  zweitens,  indem  er  gewöhnliche  klare 
Nährlösungen  durch  gelatinirende  Zusätze  zum  Er- 
starren brachte. 

Diese  letzteren,  welche  zur  Auffindung  des  Princips  der  Festig- 
keit und  Durchsichtigkeit  führten,  und  zeitlich  dem  anderen  Wege 
vorangingen,  gewann  Koch  dadurch,  dass  er  zu  den  früher  bekannten 
Normal-Nährlösungen  und  zu  bewährten  Decocten  und  Infusen  so  viel 
Gelatine  zusetzte,  dass  diese  Lösungen  bei  Zimmertemperatur  zu 
einem  durchsichtigen  festen  Nährboden  erstarrten.  Impfte  Koch 
nun  in  eine  solche  „Nährgelatine",  so  lange  sie  noch  flüssig 
war,  von  einer  bakterienhaltigen  Flüssigkeit  eine  Spur,  so  wurden 
beim  Erstarren  die  einzelnen  Keime  jeder  für  sich  von  einer  Gela- 
tineschicht umhüllt.  Waren  nicht  zu  viele  Keime  hineingeirapft 
worden,  so  blieben  sie  in  Folge  des  Festwerdens  der  Gelatine  ge- 
nügend getrennt,  so  dass  jeder  Keim  am  Orte  der  Fixirung  isolirt 
zu  einer  Colonie  heranwachsen  konnte.  Liess  man  die  gelatinirt« 
Lösung  auf  einer  durchsichtigen  Glasplatte  erstarren,  so  konnte  mau 
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diese  Entwicklung  der  Colonieu  aus  den  einzelnen  Keimen  mit  dem 
Mikroskope  schon  zu  einer  Zeit  direct  beobachten,  in  der  die  Loupe 
oder  das  blosse  Auge  noch  keinerlei  Entwicklung  erkennen  Hess. 

Die  gelatinirenden  Zusätze  dienten  bei  Koch  nicht,  wie  bei 
Klebs  und  Brefeld,  zur  Verhütung  der  Verdunstung ;  die  bessere 
Nährfähigkeit  war  nicht,  wie  Brefeld  betonte,  eine  erwünschte, 
sondern  oft  geradezu  eine  unerwünschte,  mindestens  eine  höchst 
gleichgültige  Nebenwirkung  und  die  gleichfalls  von  Brefeld  her- 
vorgehobene Möglichkeit  der  Umkehrung  gelatinirter  Nährtropfen 
zur  Vermeidung  der  Luftinfection  wurde  ganz  nebensächlich,  weil 
auf  dem  festen  Nährboden  auch  die  aus  der  Luft  stammenden  Keime 
sich  streng  localisirt  entwickelten,  so  dass  sie  durch  den  Ort  der 
Entwicklung  leicht  von  den  absichtlich  hineingebrachten  Keimen 
auseinanderzuhalten  waren.  Hierzu  kommt  noch,  dass  sowohl 
Klebs  als  Brefeld,  um  gelatinirende  Zusätze  in  ihrem  Sinne  an- 
zuwenden, schon  vorher,  der  eine  durch  fractionirte  Kultur,  der 
andere  durch  Verdünnung,  Eeiukulturen  haben  mussten.  Bs  findet 
sich  weder  bei  Klebs  noch  bei  Brefeld  die  geringste  Andeutung 
eines  Versuches  oder  nur  einer  Idee,  das  Gelatiniren  der  Lösungen 
zur  Trennung  von  differenten  Keimen,  zur  Herstellung  von  Eeiukul- 
turen zu  benutzen,  wie  es  Koch  auf's  schärfte  postulirte.^) 

In  einer  aus  lauter  gleichen  Organismen  zusammengesetzten, 
zuerst  durch  das  Mikroskop,  später  auch  durch  das  blosse  Auge  als 
characteristisch  wachsend  erkennbaren  Colonie  summiren  sich  die 
Eigenthümlichkeiten  des  einzelnen  Organismus.  Der  Gesammt- 
habitus  einer  Colonie  kann  dadurch  höchst  werthvöll 
werden  zur  Differentialdiagnose  von  Org anismen ,  die 
sich  sonst  der  Form  nach  sehr  ähnlich  sind.  Das  Studium 
der  morphologischen  Differenzen,  welche  sich  in  den  reinen  Colonieu 


1)  "Wenn  Zopf  in  seinem  Werke  über  die  Spaltpilze  Koch 's  Methode 
nebenbei  unter  Brefeld's  Methode  der  Gelatinekultur  erwähnt,  so  nimmt 
er  keine  Rücksicht  auf  die  eignen  Angaben  beider  Forscher,  da  es  kaum 
etwas  Verschiedeneres  geben  kann  als  diese  beiden  Methoden,  abgesehen  davon, 
dass  die  unabhängigen  Angaben  von  Klebs  sich  mit  denen  von  Brefeld  im 
Wesentlichen  decken,  also  immerhin  mit  zu  erwähnen  gewesen  wären. 
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documontireD,  ist  es  besonders,  welches  diese  bakteriologische  Me- 
thode für  die  Hygiene  brauchbar  gestaltet  hat. 

Der  Nachweis,  dass  eine  mit  blossem  Auge  und  bei  schwächeren 
Vergrösserungen  (bis  zu  etwa  80  bis  120 fach)  sich  einheitlich 
repräseutirende  und  characteristisch  wachsende  Co- 
lonie  aus  einem  einzigen  Keime  hervorgeht,  war  vor  Mit- 
theilung der  Methode  sicher  gestellt  und  wurde  später  treffend  von 
Hansen  (S.  86)  erbracht.  Bei  einiger  Uebung  lernt  man  erkennen 
ob  eine  Colouie  einem  Keime  entstammt,  oder  ob  sie  aus  einer 
Vereinigung  mehrerer  Colonien  hervorgegangen  ist. 

A.   jyurehsichtige,  feste  Substrate  durch  Zusatz  gelatinirender 
Substanzen;  ,,Näh7'gelatine". 

Herstellung  der  Nährgelatine.  Man  setzt  zu  einer  der 
bewährten  Nährlösimgen,  Decocte  oder  Infuse  reinste,  kleingeschnit- 
tene Gelatine,  und  zwar  für  die  Reagirglaskulturen  am  besten  h% 
für  die  Objectträger-  und  besonders  für  die  Plattenkulturen 
Diese  Gelatine  lässt  man  eine  halbe  bis  einige  Stunden  quellen,  löst 
sie  dann  unter  massigem  Erwärmen  vollständig  auf.  Da  die  Gela- 
tine sauer  reagirt,  die  meisten  Bakterien  aber  neutrale  oder  schwach 
alkalische  Reaction  erfordern,  wird  die  warme  Gelatinelösung  mit 
Natriumcarbonat  neutralisirt,  oder  für  die  meisten  Eälle  noch  besser 
überneutralisirt  bis  zur  ganz  schwachen  Bläuung  von  rothem  Lack- 
muspapier. 

Die  neutralisirte  Gelatinelösung  wird  dann  zur  völligen  Aus- 
scheidung der  Neutralisationspräcipitate  und  aller  durch  Hitze  coa- 
gulirbaren  Substanzen  ungefähr  eine  Stunde  auf  dem  Wasserbade 
gekocht  und  darauf  heiss  durch  ein  angefeuchtes  Faltenfilter  liltrirt. 
Das  Filtrat  muss  nach  erneutem  Aufkochen  in  der  Kälte  klar  ohne 
jede  Trübung  erstarren;  eine  vorübergehende  Trübung  beim  Auf- 
kochen durch  Phosphate,  welche  in  der  Kälte  wieder  schwindet,  hat 
nichts  zu  sagen. 

Es  giebt  selbstverständlich  keine  Nährgelatine,  welche  allen 
Bakterien  gleich  gute  Existenzbedingungen  bietet.  Aber  es  bleibt 
wünschenswerth  gelatinirte  Lösungen  zu  besitzen,  welche  möglichst 
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universell  verwertlibar  siud,  so  dass  sie  möglichst  vielen  Bak- 
terienarteu  wenigstens  so  günstige  Bedingungen  bieten, 
dass  sich  die  Keime  bis  zu  erkennbaren  und  trenn- 
baren Colonien  entAvickeln  können.  Dies  leistet  die  von 
Löf f  1er  1)  eingeführte  Fleischwasser-Pepton-Gelatine,  welche  jetzt 
in  folgender  Weise  hergestellt  wird:  ^/s'^'^g  gutes,  fein  gehacktes 
Fleisch  wird  mit  1  Liter  destillirtem  Wasser  versetzt,  gut  durch- 
gerührt und  bleibt  im  Eisschraak  24  Stunden  stehen.  Dann  wird 
dasselbe  durch  Gaze,  eventuell  mit  einer  besondei'en  Fleischpresse, 
gepresst  und  die  Flüssigkeit  durch  Zusatz  von  destillirtem  Wasser 
wieder  auf  1  Liter  gebracht.  Zu  diesem  Fleischwasser  fügt  man 
10  gr  trocknes  Pepton,  5gr  Kochsalz  und  50  resp.  100  gr  reinste 
Gelatine.  Das  Aufquellen ,  Lösen  der  Gelatine,  Neutralisiren,  Auf- 
kochen und  Piltriren  geschieht  wie  erwähnt. 

Denselben  Zweck  erreiche  ich  etwas  einfacher  durch  eine  Nähr- 
gelatine, welche  besteht  aus  Pepton  3  ,  Trauben-  oder  Kohrzucker 
b,5^  imd  Fleischextract  0,5^  mit  5  resp.  10^  Gelatine.  Der 
kleine  Zusatz  von  Zucker  macht  diese  sonst  viel  weniger  universell 
brauchbare  Lösung  zu  einer  für  dieselben  Zwecke  brauchbaren. 

Di«  aufgekochte,  neutralisirte  Nährgelatine  muss  heiss  fil- 
trirt  werden.  Man  bedient  sich  am  bequemsten  pig.  15. 

.hierzu  eines  Heisswassertrichters,  Fig.  15  (T),  ^ 
bei  dem  die  zwischen  dem  Glastrichter  und  dem 
äusseren  Kupfermantel  befindliche  Wasserschicht 
durch  eine  Flamme  warm  gehalten  wird,  welche 
unter  dem  seitlichen,  mit  dem  Wassermantel 
in  Verbindung  stehenden  Ansätze  a  augebracht 
wird.  Weniger  bequem  gelingt  es,  wenn  man 
successive  kleine,  heisse  Portionen  filtrirt,  wo- 
bei man  vortheilhaft  durch  eine  kleine  Flamme 
den  Glastrichter  von  Zeit  zu  Zeit  vorsichtig 
anwärmt. 

Die  neutrale,  klare  Nährgelatine  wird  dann 
mit  Hülfe  eines  sterilisirten  Trichters  oder  einer  Pipette  in  sterilisirte 
Reagirgläser  gefüllt  zu  ungefähr  einem  Drittel  des  Inhalts  der  Gläser, 

1)  MittheUungen  aus  dem  Kaiserlichen  Gesundheitsamte,  Bd.  I,  1881,  S.  169. 
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etwa  lOccm  ontspvochcDd,  iiiul  der  sterilisirte  Wattepropf  darauf  wie- 
deraiif  gesetzt.  Diese  in  Keagirgläsern  befindliclie  Nährgelatine  wird 
sterilisirt  durch  discontinuirliches  Kochen.  Man  kann  zu  diesem  Zwecke 
die  in  den  ßeagirgläsern  erstarrte  Gelatine  direct  in  der  Flamme 
vorsichtig  lösen  und  dann  in  der  Flararae  aufkochen  oder  dieselbe 
durch  Einsetzen  der  Reagirgläser  in  warmes  Wasser  erst  lösen,  dann 
nach  Abtrocknen  der  Gläser  in  der  Flamme  kurz  aufkochen  oder 
auch  einige  Tage  hintereinander  je  10  Minuten  im  Wasserbade 
kochen.  Dieses  Aufkochen  wiederliolt  man  an  4  bis  5  Tagen  je 
einmal.  Hat  die  Gelatine  längere  Zeit  gestanden,  so  dass  sie  an- 
fängt durch  Verdunsten  abzunehmen,  so  muss  sie  \or  dem  Gebrauche 
noch  einmal  verflüssigt  und  aufgekocht  werden. 

Diese  fertige  Nährgelatiue  findet  Verwendung  zu  Objectträger- 
kultm'en,  zu  Plattenkulturen  und  zu  Reagirglaskulturen. 

a.  Objectträgerkvilturen,  Taf  I,  Fig.  1 — 3. 

Die  im  Reagirglase  befindliche  Gelatine  wird  durch  Aufkochen 
oder  Erwärmen  bei  ca.  30  "  im  Wasserbade  verflüssigt  und  der 
Wattepfropf,  soweit  er  vorsteht,  vor  dem  Oeffnen  der  Vorsicht  halber 
zur  Vernichtung  etwa  darauf  angesammelter  Pilz-  oder  Bakterien- 
keime in  der  Flamme  verkohlt.  Die  Objectträger  werden  mit  Mine- 
ralsäuren, Wasser,  Alkohol,  Aether  gründlich  gereinigt  und  durch 
ein-  bis  zweistündiges  Verweilen  bei  150  bis  160°  im  Trocken- 
schranke sterilisirt.  Man  bringt  zu  diesem  Zwecke  eine  Anzahl 
reiner  Objectträger  in  ein  kleines  Becherglas,  über  welches  man  ein 
gi-össeres  stülpt,  so  dass  die  Abkühlung  gegen  Staub  geschützt  vor 
sich  geht.  Zum  Auftropfen  Fig.  IG. 

der  Gelatine  legt  man  eine 
Anzahl  Objectträger,  durch 
übergedeckte  Glasglocke 
gegen  Staub  geschützt, 
mögliclist  horizontal  auf 
einen  Tisch  oder  eine  Glas- 
platte. Am  bequemsten  bedient  man  sich  hierzu  des  Apparates,  Fig.  16. 
Derselbe  besteht  aus  einem  mit  Stellschrauben  versehenen  Dreieck  von 
Holz,  auf  welches   eine  geschliffene  Glasplatte  g  aufgelegt  wird. 
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Diese  Glasplatte  wird  mit  Hülfe  einer  Libelle  1  und  der  Stell- 
schrauben horizontal  eingestellt.  Unter  der  Glasplatte  ist  Raum 
zum  Anbringen  einer  Schale  mit  kaltem  Wasser  oder  Eis,  um  die 
Glasplatte  stark  abzukühlen,  wodurch  das  Festwerden  der  Gelatine 
beschleunigt  wird. 

Mit  einer  sterilisirteu  Pipette  nimmt  man  darauf  von  der  ver- 
flüssigten Gelatine  und  trägt  dieselbe  durch  Auslaufenlassen  aus  der 
Pipette  in  Form  eines  langen ,  flachen,  einige  Millimeter  dicken, 
nirgends  den  Eand  des  Objecttriigers  berührenden  Streifens,  Taf.  I, 
Fig.  1,  auf.  War  es  nicht  möglich  die  Objectträger  ganz  horizontal 
einzustellen,  so  kann  man  sich  dadurch  helfen,  dass  man  die  Gela- 
tine durch  Eintauchen  der  Eeagirgläser  in  kühles  Wasser  oder 
Unterhalten  unter  eine  Wasserleitung  so  weit  abkühlt,  dass  sie  nicht 
mehr  ganz  dünnflüssig  ist,  sondern  mehr  zähflüssige  Beschaffenheit 
zeigt. 

Sind  diese  Gelatinstreifen  so  weit  erstarrt,  dass  die  Gelatine 
noch  nicht  vollständig  fest,  sondern  sehr  zähflüssig  ist,  so  impft 
man  dieselbe,  indem  man  mit  einer  sterilisirteu  Platinnadel  eine 
Spm-  der  zu  impfenden  Substanz  oder  Flüssigkeit  entnimmt  und  die- 
selbe durch  leichtes,  nicht  bis  auf  den  Objectträger  reichendes  Eitzen 
strichförmig  einträgt  durch  3  bis  5  Impfstriche,  Taf.  I,  Fig.  1. 
Beim  vollständigen  Erstarren  der  Gelatine  werden  dann  die  Keime 
fixirt  und,  wenn  nicht  zu  viele  in  einem  Striche  sich  befanden, 
auch  von  anderen  Keimen  soweit  getrennt,  dass  jeder  isolirt  zu  einer 
Colonie  auswachsen  kann. 

Die  geimpften  Objectträger  werden  in  eine  feuchte  Glocke, 
Fig.  9,  gebracht.  Auf  Bänke  von  Glas  oder  Zinkblech  bringt  luan 
2  bis  4  solcher  Objectträger  der  Quere  nach,  deckt  zum  Schutze 
eine  zweite  Glasbank  darüber,  und  kann  auf  Fi?.  17. 


diese  Weise  mehrere  Etagen  über  einander  ^ 
anbringen  Fig.  17.    Diese  Glasbänke  werden 
sorgfältig  gereinigt  und  vor  dem  Gebrauche 


durch  Hitze  sterilisirt.  Derartige  Bänke  stellt  man  sich  her  indem 
man  etwa  4  cm  breite  und  16  cm  lange  Streifen  von  Zinkblech  an 
jedem  Eande  1  bis  1,5  cm  weit  umbiegt,  oder  indem  man  auf  4  cm 
breite  ca.  14  cm  lange  Glasstreifen  am  Eande  schmale  Glasleisten  mit 
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Canadabalsam  aufkittet.  Auf  diese  Bänke  legt  man  einen  entsprechend 
grossen  Streifen  trocknen  Fliosspapiers,  auf  den  die  Objectträger  kom- 
men. Ein  absoluter  Schutz  gegen  Luftinfection  wird  nicht  angestrebt. 
Die  Keime  aus  der  Luft  können  sich  nur  auf  der  Oberfläche  der  Gela- 
tine ansiedeln  und  sind  dadurch,  selbst  wenn  sie  zufällig  auf  einem 
Impfstriche  oder  in  unmittelbarer  Nähe  zu  einer  Colonie  auswachsen, 
erkennbar.  In  Taf.  I,  Fig.  3,  ist  bei  ca.  löfacher  Vergrösserung, 
bei  2  ein  solcher  Luftkeim  dargestellt,  dessen  Colonie  an  einer  Stelle 
auch  über  den  Impfstrich  hinübergewachsen  ist.  Das  Wachsthum 
der  Colonien  im  Impfstriche  controlirt  man  mit  schwachen  Trocken- 
systemen bei  80  bis  löOfacher  Vergi'össerung.  Sind  in  einem 
Impfstriche  verschiedenartige  Colonien  gewachsen,  so  überträgt  man 
bei  der  zweiten  Impfung  durch  Entnahme  der  Probe  unter  Zuhülfe- 
nahme  eines  Präparirmikroskops,  bei  15  bis  20  facher  Vergrösserung, 
von  jeder  solchen  differenten  Colonie  auf  besondere  Objectträger,  so 
dass  man  nach  einigen  üebertragungen  auf  jedem  Objectträger  nur 
eine  einzige  Form  hat. 

Für  alle  Gelatinekulturen  ist  noch  folgendes  zu  merken. 
In  Bezug  auf  ihr  Verhalten  zu  Gelatine  kann  man  alle  Bakterien 
practisch  eintheilen,  in  solche,  welche  die  Gelatine  fest 
lassen,  und  in  solche,  welche  die  Gelatine  verflüssigen. 
Die  ersteren  wachsen  im  Innern  der  Gelatine  in  kugliger  (Taf.  I, 
Fig.  1  an  einigen  Stellen,  und  Fig.  3)  oder  ellipsoider,  oder  Scheiben- 
form u.  s.  w.,  während  sich  an  der  Oberfläche  ein  characteristisches 
Oberflächenwacbsthum  bald  in  Form  scharf  umschriebener  Kreise 
(Taf.  I.  Fig.  1),  bald  in  blatt-  oder  traubenähnlicher  Anordnung,  oder 
in  Form  concentrischer  Ringe  u.  s.  w.  ausbildet.  Von  solchen  Bak- 
terien überträgt  man  sowohl  von  den  isolirten  Colonien  im  Innern, 
als  vom  Bande  der  oberflächlich  wachsenden  Colonien.  Die  ver- 
flüssigenden Bakterien  thun  dies  gleichfalls  in  verschiedener  Weise 
(Taf.  I,  Fig.  2,  Fig.  4) ;  bald  rapide,  bald  nui-  langsam  trichterförmig. 
Da  mit  Fortschreiten  der  Verflüssigung  die  Vortheile  des  festen 
Nährbodens  verioren  gehen,  hat  man  diese  Formen  möglichst  schnell 
von  den  anderen  zu  trennen,  indem  man  möglichst  Avenig  Keime 
verimpft,  so  dass  die  Berührung  der  verflüssigenden  mit  anderen 
erst  eintreten  kann,  wenn  die  Colonien  schon  genügend  zur  üeber- 
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tragimg  entwickelt  sind.  Man  entnimmt  immer  vom  Rande,  wo 
die  Verflüssigung  eben  übergreift  auf  die  noch  feste  Gelatine,  weil 
im  Innern  der  Verflüssigung  schon  eine  Vermischung  mit  anderen 
Formen  vor  sich  gegangen  sein  kann.  Zum  Uebertragen  wählt  man 
Colonien,  welche  bei  mikroskopischer  Controle  durch  Trockensysteme 
einen  durchaus  einheitlichen  Eindruck  machen  und  bei  denen  die  charac- 
teristischen  Diflerenzen  möglichst  scharf  ausgesprochen  sind.  Ausser- 
dem ist  es  zur  Controle  erforderlich,  von  den  übertragenen  Colonien 
mikroskopische  Deckgias-Trockenpräparate  herzustellen.  Unter  directer 
Controle  eines  schwachen  Trockensystems,  oder  eines  besonderen 
Präparirmikroskops  entnimmt  man  mit  einer  sterilisirten  Platinnadel 
die  zu  übertragende  Probe.  Es  ist  einige  Uebung  nöthig  zur  Er- 
langung der  manuellen  Geschicklichkeit,  um  mit  der  Platinnadel 
nicht  vorher  andere  Parthien  der  Oberfläche,  sondern  nur  genau  die 
zu  verimpfende  Stelle  zu  treffen. 

b.   Plattenkulturen  1),  Taf.  I,  Fig.  4. 

Erforderlich  sind  Glasplatten  von  der  Stärke  der  Object- 
träger  imd  einer  Breite,  dass  alle  Punkte  ihrer  Oberfläche  nach 
einander  miki'oskopisch  zugänglich  gemacht  werden  können;  das 
Verhältniss  der  Breite  zur  Länge  beträgt  je  nach  der  Breite  des 
Objecttisches  des  Mih'oskopes  etwa  8 : 14  oder  10 : 12  cm.  Diese  Platten 
werden  gründlich  gereinigt  (Mineralsäuren,  Wasser,  Alkohol,  Aether), 
dann  in  ein  entsprechend  grosses,  mit  Deckel  verschlossenes  Blechgefäss 
gesetzt  und  2  Stunden  durch  150  bis  160  °  sterilisirt.  Nach  dem 
Abkühlen  wird  eine  solche  Glasplatte  auf  die  Spiegelscheibe  des 
Apparates,  Fig.  16,  gelegt  und  durch  Ueberdecken  einer  reinen 
Glasglocke  gegen  Staub  geschützt.  Die  Gelatine  wird  darauf 
im  Wasserbade  bei  30 »  oder  durch  Aufkochen  verflüssigt  und 
wieder  soweit  abgekühlt,  dass  sie  noch  eben  gut  flüssig  ist.  Der 
festsitzende  Wattepfropf  des  Reagirglases  wird  durch  Drehen  mit 

1)  Zuerst  demonstrirt  hei  Gelegenheit  der  Hygieneausstellung  und  in 
einem  Vortrage  von  Koch  auf  dem  XI.  deutschen  Aerztetage  1883  zu  Berlin. 
In  letzter  Zeit  sind  Anweisungen  zu  diesen  Kulturen  erschienen  von  Biedert 
als  Separat-Abdruck  aus  der  deutschen  Medicinal-Zeitung  1884  und  von  Johne 
Ueber  die  Koch 'sehen  Reinkulturen  1885. 
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einer  vorher  geglüliten  Pincetto  gelockert,  so  dass  das  Abnelimen 
leicht  und  schnell  vorgenommen  werden  kann;  vortheilhaft  ist  es 
die  oberen  Parthieen  des  Wattepfropfs  uir  grösseren  Sicherheit  durch 
Erhitzen  in  der  Flamme  von  etwaigen  daraufgefallenen  Keimen  zu 
befreien.  Ist  das  Reagirglas  mit  der  Gelatine  derart  vorbereitet,  so 
wird  es  mit  Daumen  und  Zeigefinger  der  linken  Hand  gefasst  und 
möglichst  schräg  gehalten,  aber  ohne  dass  die  Gelatine  den  Watte- 
pfropf berührt.  Darauf  taucht  man  den  vorher  geglühten  Platin- 
dralit  oder  die  Platinöse  in  das  zu  übertragende  Material,  fasst  den 
Glasstab,  in  welchem  der  Platindraht  eingeschmolzen  ist,  schreib- 
federartig  mit  der  rechten  Hand,  nimmt  mit  4.  und  5.  Finger  der 
rechten  Hand  den  lockeren  Wattepfropf  ab  und  führt  den  geraden 
Platindraht  oder  die  Platinöse  in  die  flüssige  Gelatine  ein,  bewegt 
ihn  darin  hin  und  her,  streicht  ihn  an  der  Wand  ab,  zieht  den  Glas- 
stab heraus,  setzt  schnell  den  Wattepfropf  wieder  auf.  Darauf  wird 
durch  Drehen,  Neigen  oder  leichtes  Schütteln  das  eingebrachte  Ma- 
terial möglichst  gleichmässig  in  der  Gelatine  vertheilt.  Dann  giesst 
man  die  flüssige  Nährgelatine  mit  den  in  ihr  vertheilten  Keimen 
auf  die  Mitte  der  Glasplatte  und  vertheilt  die  Gelatine  auf  derselben 
mit  einem  durch  Glühen  sterilisirten  und  wieder  abgekühlten  Glas- 
stabe oder  Platindi-aht.  Diese  Platte  wird  in  einer  feuchten  Glocke 
auf  eine  Glasbank  gelegt  und  darüber  eine  zweite  Glasbank  gestellt, 
so,  dass  auch  hier  mehrere  Etagen  von  Glasplatten  in  einer  Glocke 
Platz  finden  können. 

Während  bei  den  Objectträgerkulturen  nicht  die  ganze  Gelatine 
sondern  nur  die  Impfstriche  und  ihre  nächste  Umgebung  ausgenutzt 
wird,  und  während  ausserdem  eine  relativ  grosse  Menge  von  Keimen 
auf  relativ  wenig  Impfstriche  zur  Vertheilung  kommt,  wird  bei  den 
Plattenknltm-en  eine  relativ  kleine  Menge  Keime  auf  eine  verhält- 
nissmässig  viel  grössere  Menge  Gelatine  vertheilt.  Dementsprechend 
ist  die  Vertheilung  der  Keime  in  der  noch  flüssigen  Gelatine  eine 
weit  bessere,  sodass  die  einzelnen  Keime,  durch  die  erstarrende  Ge- 
latine fixirt,  weit  besser  von  anderen  Keimen  getrennt,  isolirt  zur 
Entwicklung  einer  Colonie  kommen  können.  Welche  enorme  Anzahl 
von  Keimen  auf  diese  Weise  sicher  von  einander  auf  einer  eüizigen 
Gelatinplatte  getrennt  werden  können,  zeigt  die  Fig.  4  der  Taf.  I, 


Kulturen  auf  duixhsichtigem,  festen  Nährboden  nach  Koch.        1 1 1 

bei  welcher  jeder  Colonie  ein  einziger  isolirter  Keim  entspricht  und 
in  der  erst  wenige  Colonien  sich  berührt  haben. 

Alle  Colonien,  welche  Differenzen  zeigen,  werden  mm  erst  mikro- 
skopisch geprüft  lind  dann  von  denselben  durch  eine  zweite  Ueber- 
tragmig  Reinkulturen  hergestellt.  Zu  diesem  Zweck  wird  ganz  in 
derselben  Weise  unter  Controle  des  Mikroskops  oder  des  Präparir- 
mikroskops  eine  Spm-  von  einer  reinen  Colonie  in  neue  Gelatine  ge- 
bracht und  von  dieser  eine  neue  Plattenkultur  angelegt,  in  der  dann 
aber  bis  auf  etwaige  Luftinfectionen  nur  dieser  eine  Organismus  zur 
Entwicklung  kommt.  Man  kann  also  bei  der  zweiten  Uebertragung 
schon  ganz  sichere  Reinkulturen  haben.  Luftinfectionen  sind 
bei  dem  Oeffnen  nicht  ausgeschlossen,  aber  einmal  sind  sie  nicht 
anuäherend  so  zu  fürchten,  wie  die  Infectionen  durch  unsicher  sterili- 
sirte  Instrimiente  und  Hände  und  dann  müssen  sich  auch  diese 
Keime  isolirt  entwickeln.  Hat  die  Luftinfection  beim  Oeffnen 
und  Impfen  der  Reagirgläser  stattgefunden,  so  können  sich  diese 
Luftkeime  natürlich  ebenso  in  der  Gelatine  entwickeln,  wie  die  ab- 
sichtlich hineingebrachten;  aber  ihre  spärliche  Zahl  wird  im  Ver- 
hältniss  zu  den  übrigen  Organismen  einen  Anhalt  ihrer  Herkunft 
geben  und  dann  macht  man  nicht  nur  eine  einzige,  sondern  mehrere 
Plattenkulturen  von  einem  Material,  von  dem  die  eine 
immer  die  andere  controliren  hilft.  Hat  nach  dem  Erstarren 
eine  Luftinfection  stattgefunden,  so  ist  diese  durch  ihre  ganz  ober- 
flächliche Lage  meist  leicht  zu  erkennen,  wie  2  in  Fig.  3,  Taf.  L 

Li. der  Mehrzahl  der  Fälle  genügt  dieses  Veifahren.  Aber  hin 
und  wieder,  bei  Faulflüssigkeiten,  Eiter,  Fäces,  stark  verunreinigtem 
Wasser,  ist  die  Zahl  der  mit  einem  Bakterientropfen,  mit  einer  Spur 
übertragenen  Keime  so  gross,'  dass  keine  genügende  Isolirung  der 
einzelnen  Keime  eintritt,  sondern  dass  diese  sich  berühren  v  o  r  A  u  f - 
treten  erkennbarer  char acteristis eher  Wachsthums- 
differenzen. 

In  diesen  Fällen  muss  die  Verdünnung  noch  weiter  ge- 
trieben werden  und  dies  kann  man  in  zweierlei  Weise  erreichen. 
Einmal  kann  man  das  mit  der  Platinöse  entnommene  Material  in 
sterilisirtes  destillirtes  Wasser  bringen,  durch  Schütteln  vertheilen 
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und  dann  von  dieser  mehr  oder  weniger  verdünnten  Mischung  einen 
Tropfen  zum  Inficiren  der  flüssigen  Gelatine  benutzen. 

Ein  zweites  Verfahren  lehnt  sich  an  die  fractionirten  Kulturen 
au.  Man  impft  erst  ein  Glas  in  der  geschilderten  Weise,  das  «Ori- 
ginal".   Nach  gründliclier  Vermischung  überträgt  man  aus  diesem 
Glase  zur  , ersten  Verdünnung"  in  ganz  derselben  Weise  einige,  z.  B,  5, 
kleine  Tröpfchen.  Man  hält  das  Originalglas  zwischen  Daumen  und 
Zeigefinger,  das  noch  zu  inficirende  zwischen  Zeigefinger  und  Mittel- 
finger der  linken  Hand,  nimmt  erst  den  Pfropf  von  dem  Original 
ab,  legt  ihn,  mit  Pincette  gefasst,  zur  Seite  oder  giebt  ihn  zwischen 
vierten  und  fünften  Finger  der  linken  Hand,  welche  dann  gleichzeitig 
zwei  Gläser  und  einen  Pfropf  zu  halten  hat.    Darauf  nimmt  man 
mit  viertem  und  fünftem  Finger  der  rechten  Hand  den  Pfropf  von 
dem  zweiten  Glase,  taucht  die  Platinöse  in  das  Originalglas  und 
trägt  diesen  Tropfen  in  das  zweite  Glas  ein.  Durch  Hin-  und  Her- 
bewegen sorgt  man  dafür,  dass  sich  beim  Herausnehmen  kein  Gela- 
tinetropfen in  der  Oese  befindet.  Man  wiederholt  dann  mit  derselben 
oder  einer  vorher  zurecht  gelegten  zweiten  Platinöse  diese  üeber- 
tragnng  noch  einmal  und  fährt  so  etwa  fünfmal  fort.   Dann  setzt 
mau  erst  den  mit  der  rechten  Hand  gehaltenen  Pfropfen  auf  das 
frisch  inficirte  Glas,  dann  den  in  der  linken  Hand  gehaltenen  auf 
das  Originalglas.    Nun  hat  man  das  Original  =  0  und  die  erste 
Verdünnung  =  I  fertig.    Darauf  macht  man  eventuell  noch  eine 
zweite  =  II  und  selbst  eine  dritte,  mit  III  bezeichnete,  Verdünnung 
in  ganz  derselben  Weise  mit  derselben  Zahl  Tropfen  von  der  je 
vorausgegangenen  Kultur.    .Jedes  dieser  Gläser  liefert  eine  mit  0, 
I  bis  III  bezeichnete  Plattenkultur,  die  man  in  derselben  feuchten 
Glocke  etagenweise  unterbringt.  Jede  dieser  Kulturen  controlirt  die 
andere. 

Hat  man  so  eine  Anzahl  differente  Bakterien  getrennt,  so  macht 
man  von  jeder  derselben  eine  Plattenkultur  für  sich,  welche  dann 
bis  auf  eine  etwaige  Luftinfection  eine  Reinkultur  eines  ein- 
zigen der  in  dem  ursprünglichen  Gemische  vorhande- 
nen Arten  enthält.  Diese  Uebertragungen  der  rein  kultivirten 
Organismen  wiederholt  man  nun  öfters  mit  besonders  characteristisch 
gewachsenen,  mikroskopisch  geprüften  Colonien,  um  auf  diese  Weise 
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auch  jede  gelöste  cliemisclie  Beimengung  des  ersten  Substrates  zu 
eliminiren. 

c.  Reagirglaskulturen,  Taf.  II,  Fig.  5. 

Bei  längerer  Dauer  ist  eine  Luftinfection  bei  dem  geringen 
Schutze  der  Objectträger-  und  Plattenkulturen  kaum  zu  vermeiden, 
die  besonders  dann  unbequem  wird,  wenn  durch  dieselbe  eine  Ver- 
flüssigung der  Gelatine  herbeigeführt  wird;  Es  wird  deshalb  nöthig, 
die  Kulturen  öfters  auf  neue  Objectträger  oder  Platten  umzuzüchten. 
Einerseits  um  ein  zu  häufiges,  oft  recht  lästiges,  zeitraubendes  oder 
den  Platz  beschränkendes  Umzüchten  zu  vermeiden,  besonders  aber 
um  ein  einmal  reingewonnenes  Material  sicher  zu  con- 
serviren,  bedient  man  sich  der  Eeagirglaskulturen,  in  denen  ausser- 
dem manche  Wachsthumseigenthümlichkeiten  sich  besser  markiren. 

Das  mit  erstarrter,  sicher  sterilisirter  Nährgelatine  versehene 
Eeagirglas  bedarf  keiner  anderen  Vorbereitung,  als  dass  der  Watte- 
pfropf durch  Drehen  mit  geglühter  Pincette  zum  schnellen  Oelfnen 
gelockert  wird.  Dann  wird  mit  einer  aufgeglühten  Platinnadel  unter 
Controle  des  Miki-oskops  eine  Spur  der  reinen  Kultur  genommen. 
Die  linke  Hand  fasst  darauf  das  Glas  so,  dass  die  Oeff-  pitr.  is. 
nung  nach  unten  sieht;  dann  wird  mit  dem  vierten  und 
fünften  Pinger  der  rechten  Hand  oder  mit  der  Pincette 
der  Wattepfropf  abgenommen  und  mit  dem  Platindraht 
des  zwischen  rechtem  Daumen  und  Zeigefinger  gefassten 
Glasstabes  ein  oder  mehrere  Stiche  in  die  Gelatine  ge- 
macht (Pig.  18).  Zum  Schlüsse  wird,  noch  während  die 
Oeffnung  nach  unten  gerichtet  ist,  der  Wattepfropf  wie- 
der fest  eingesetzt. 

Das  Schicksal  einer  solchen  Stichkultur  ist  je 
nach  den  verimpften  Bakterien  ein  sehr  difi^erentes.  Als 
allgemeiner  Anhalt  mögen  folgende  Daten  dienen.  Bei 
den  die  Gelatine  nicht  verflüssigenden  Bakterien 
(Taf.  II,  Fig.  5)  bildet  sich  das  characteristische  Ober- 
flächenwachsthum  von  der  Einstichöffnung  derart  aus,  dass  bald 
flache  oder  stärker  prominirende  Köpfclien  erstehen,  welche  in  Ver- 
bmdung  mit  dem  Impfstiche  der  Kultur  das  Aussehen  eines  Nao-els 

Hueppe,  ßiiktorien-Forscliung'.  ^ 
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verleihen,  „Nagelkultnren"  von  Triedländer,  Fig.  19a;  statt 
eines  solchen,  mit  dem  Nagelkopf  vergleiclibaren  köpfchenähnlichen 
Wachsthuras,  Avaclisen  andere  auf  der  Oberliäche  in  Form  concen- 
trischer  Ringe,  oder  blatt-  oder  trau])enförmiger  Gebilde.  Einzelne 
zeigen  intensives  Oberflächenwachsthum  und 
mangelhaftes  Wachsthum  in  dem  Impf- 
stiche, bei  anderen  verhält  es  sich  gerade 
umgekehrt.  Die  Kulturen  erscheinen  bald 
trocken,  bald  schleimig,  andere  sind  glän- 
zend, andere  durchscheinend.  Die  Farben  " 
der  Kulturen  sind  höchst  differente;  die 
Gelatine  selbst  verändert  bald  die  Farbe, 
bald  nicht;  oft  tritt  ein  besonderer  Geruch 
auf.  Alle  diese  kleinen  morphologischen 
und  biologischen  Differenzen  sind  zu  beachten,  weil  sie  die  Diffe- 
rentialdiagnose erleichtern. 

Bei  den  die  Gelatine  verflüssigenden  Bakterien  geschieht 
dies  zum  Theil  ganz  allmählich,  so  dass  die  Gelatinekultur  ein  leicht 
trichterförmiges  Ansehen  gewinnt,  Fig.  19b,  bei  anderen  schneller; 
es  entstehen  dabei  breitere  Trichter,  oder  die  Verflüssigimg  schreitet 
mehr  schichtenweise  vor  sich.  Bald  bilden  sich  Häutchen  an  der 
Oberfläche,  bald  nicht;  oft  sieht  man  an  der  Grenze  zwischen  ver- 
flüssigter und  noch  fester  Gelatine,  x  der  Fig.  19  c,  die  Kultiu-  in  Form 
von  verschieden  gestalteten  Wolken  vorwärts  schreiten.  Bisweilen 
scheint  die  Verflüssigung  streng  an  das  Fortschreiten  der  Vegetation 
gebunden,  manchmal  ihr  vorauszueilen,  als  ob  verflüssigende  Stoffe 
von  den  Bakterien  producirt  würden,  welche  weiter  wirken  als  das 
sichtbare  Wachsthum  reicht.  Auch  bei  den  verflüssigenden  Bak- 
terien können  die  Kulturen  verschiedene  Farben  bilden  und  die  Ge- 
latine kann  Farbenveränderungen  erleiden;  es  können  Gerüche  auf- 
treten.   Auch  diese  Differenzen  sind  säramtlich  zu  beachten. 

Die  Grenzen  der  Anwendbarkeit  der  gewöhnlichen 
gelatinirenden  Zusätze,  wie  Hausenblase,  Caraghen,  Gelatine 
liegen  bei  ca.  25°  C.,  weil  in  den  brauchbaren  Concentrationen 
bei  dieser  Temperatur   vollständige  Verflüssigung 
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eint  ritt  und  damit  die  Vortheile  des  festen  Nährbodens 
verloren  gehen. 

Will  man  bei  ßrüttemperatiiren  die  Vorth  eile  des  gela- 
tinirenden  Zusatzes  zur  Erzielung  der  Durchsichtigkeit  und 
Festigkeit  benutzen,  so  nimmt  man  statt  Gelatine  die  von  Gra- 
cilaria  lichenoides  und  Gigartina  speciosa  gewonnene,  Agar-Agar 
genannte,  Pflanzengallerte. 

Statt  5  bis  10  ^  Gelatine  fügt  man  den  Lösungen  1,5  bis 
höchstens  ^%  kleingeschnittenes  Agar-Agar  bei,  lässt  dasselbe 
im  Eisschrank  24  Stunden  aufquellen  und  löst  dasselbe  durch  Kochen 
möglichst  vollständig  auf;  das  Aufquellen  kann  bei  langsamem  An- 
wärmen auch  unterbleiben.  Die  heisse  Lösung  wird  mit  Natrium- 
carbonat  neuti'alisirt  und  dann  zwei  Stunden  auf  dem  Wasserbade 
oder  eine  Stunde  im  Dampfstrome  gekocht  zur  Ausscheidimg  der 
dm-ch  Hitze  gerinnbaren  Substanzen  und  der  Neutralisationspräcipi- 
tate.  Selbst  wenn  man  die  ausgeschiedenen  Stoffe  durch  dichte  Gaze 
vorher  möglichst  abscheidet,  filtriren  diese  Agar-Agarlösungen,  auch 
in  kleinen  Mengen,  recht  schlecht,  selbst  im  Heisswassertrichter. 
Nach  Bosenbach^)  filtrirt  man  besser  durch  Watte,  während  das 
Aufnahniegefäss  mit  dem  mit  Watte  oder  mit  Glaswolle  gefüllten 
Glastrichter  im  Dampfapparat  sich  befindet. 

Das  Einfüllen  der  Agar-Agarlösung,  welche  aber  in  dickeren 
Schichten  selten  so  klar  erscheint  wie  gleich  dicke  Gelatineschichten, 
und  das  Sterilisiren  geschieht  wie  bei  der  Gelatine.  Ebenso  das 
Impfen  zu  den  Plattenkulturen.  Man  verflüssigt  die  feste  Gallerte 
bei  ca.  42"  im  Wasserbade  imd  nimmt  das  Impfen  und  Vertheilen 
der  Keime  in  der  verflüssigten  Agar-Agarlösung  vor,  während  die 
Gläser  noch  zum  Theil  in  das  warme  Wasser  eintauchen,  da  diese  Lö- 
sung unterhalb  40«  ihre  ganz  flüssige  Beschaffenheit  verliert.  Bei 
Temperaturen^  über  42  \  bei  denen  die  Verflüssigung  leichter  ist, 
leiden  die  Keime,  so  dass  die  Operationen  zwischen  40  und  42» 
ausgeführt  werden  müssen.  Das  Ausgiessen  der  geimpften  Gläser 
auf  die  Platte  muss  deshalb  möglichst  schnell  geschehen.    Eine  ca. 

1)  Mikro-Organismen  hei  den  Wund-Infections-Krankheiten  des  Menschen 
1884,  S.  16. 
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1,5^ ige  Agar-Agar-Gelatine  ist  bei  37«  C.  so  fest,  um  alle  Vor- 
theile des  durchsichtigen  und  festen  Nährbodens  auch 
bei  dieser  hohen  Temperatur  im  Brütofeu  zu  gewähren. 
Manche  Bakterien  wachsen  in  Agar-Agar  schlechter  als  in  Gelatine. 
Dafür  hat  aber  dieser  Nährboden  einen  von  Rosenbach  hervorge- 
hobenen und  mit  grossem  Vortheil  ausgenützten  Vorzug,  dass  die 
meisten  Bakterien,  welche  die  Gelatine  verflüssigen  und  bei  denen 
in  Folge  dessen  auf  Gelatine  kein  Oberflächenwachsthum  zu  Stande 
kommt,  das  Agar-Agar  nicht  verflüssigen,  sondern  im  Gegentheil 
auf  demselben  ein  sehr  characteristisches  Oberflächenwachsthum  zeigen. 

Man  kann  in  Folge  dessen  das  Wachsthum  auf  Agar-Agar  be- 
nutzen zur  Ergänzung  der  Kulturen  in  Gelatine  und  dadurch  die 
Zahl  der  Merkmale,  welche  schon  dem  blossen  Auge 
eine  Differential-Diagnose  gestatten,  nicht  unwesentlich 
vermehren. 

Koch's  Methode  der  Reinkulturen  mit  festen  und 
durchsichtigen  Medien  gewährt  in  Form  der  Platten- 
kulturen, mit  Gelatine  bei  Zimmertemperatm-,  mit  Agar-Agar  für 
Brüttemperatur,  bei  grösster  Einfachheit  die  meiste  Ga- 
rantie für  sichere  Trennung  differenter,  noch  so  zahl- 
reicher Keime  aus  Bakteriengemischen. 

Bei  dieser  schon  erreichten  grossen  Einfachheit  der  rein  tech- 
nischen Seite  der  Forschung  kann  nicht  viel  von  einem 

Improvisiren 

die  Rede  sein,  da  auch  hierbei  die  volle  Sicherheit  unter  allen  Um- 
ständen gewahrt  sein  muss.  Die  Erfahrungen  mit  den  sogenannten 
expeditiven  Methoden  haben  besonders  in  der  Hygiene  für  jeden 
unbefangen  ürtheilenden  zur  Genüge  gelehrt,  dass  nur  diejenigen, 
welche  derartige  Methoden  ausgearbeitet  haben,  und  die  gründlich 
geschulten  und  geübten  Forscher  sich  derselben  bisweilen  mit  Vortheil, 
oft  wenigstens  ohne  Nachtheil  bedienen  können,  während  AnfUnger 
und  Ungeübte,  für  die  sie  eigentlich  bestimmt  sind,  fast  ausnahms- 
los durch  dieselben  irre  geführt  werden. 

Wer  sich  mit  Bakterien-Forschung  wirklich  beschäftigen  oder 
gar  dienstliche  Gutachten  auf  eigene  Bcurtheilung  gründen  will, 
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wird  unter  allen  Umständen  neben  dem  entsprechenden  Mikroskope 
mit  Oelimmersion  imd  Abbe'schem  Beleuclitungsapparat  sich  die 
nothwendigsten  Apparate  anscliaffen  müssen.  Bei  einer  etwaigen 
Eeise,  einer  grösseren  oder  kleineren  Expedition  kann  es  sich  da- 
gegen oft  darum  handeln,  nicht  zu  viel  mitzunehmen  und  die  eine 
oder  andere  Operation  erst  ausserhalb  ohne  die  bequemeren  Hülfs- 
mittel  des  Laboratoriums  vorzunehmen.  Hier  wird  nur  der  das 
Richtige  improvisiren,  der  in  Laboratoriums-Arbeiten  sich  geübt  hat 
und  deshalb  die  Grenzen  des  mit  Sicherheit  Erreichbaren 
beurtheilen  kann,  oder  es  müssen  diese  kleinen  Erleichterungen  unter 
sicherer  Leitung  eingeübt  werden  wie  andere  Laboratoriumsarbeiten, 
dann  haben  sie  aber  mit  Improvisiren  nichts  mehr  zu  thun. 

In  diesem  Sinne  kann  man  statt  der  Gasflamme  sich  einer 
Spiritusflamme  bedienen.  Die  Platten  reinigt  man  mit  1  p.  M.  Subli- 
matlösung und  Spiritus,  trocknet  sie  über  der  Spiritusflamme  und 
sterilisirt  sie  dann  dadm-ch,  dass  man  eine  Fläche  derselben  in  ihrer 
ganzen  Ausdehnung  in  der  Spiritusflamme  stark  erhitzt,  wobei  man 
die  Platte  mit  einer  Pincette  hält.  Dann  legt  man  diese  Platte  mit 
der  erhitzten  Seite  nach  oben  auf  ein  Stück  reines  Papier,  welches 
auf  einem  möglichst  horizontalen  Tische  liegt,  deckt  einen  mit  Su- 
blimat und  Spiritus  gereinigten  Suppenteller  darüber  und  lässt  sie 
so  erkalten. 

Hat  man  keine  Gelatine  in  ßeagirgläsern  mitgenommen,  sondern 
eine  grössere  Menge  sterilisirter  Gelatine  in  einem  grösseren  Kolben 
bei  sich,  so  kann  man  ein  Eeagirglas  in  folgender  Weise  sterilisiren. 
Man  reinigt  es  erst  mit  1  p.  M.  Sublimat  imd  Spiritus,  entfernt  den 
Spiritus  und  trocknet  das  Glas,  indem  man  es  über  eine  Spiritus- 
flamme hält.  Dann  wird  ein  Wattpfropf  mit  einer  stark  erhitzten 
Pincette  einige  Centimeter  weit  in  das  Eeagirglas  eingeschoben, 
darauf  der  untere  Theil  des  Glases  über  der  Flamme  bis  zum  Watt- 
pfropf stark  erhitzt.  Nachdem  das  Glas  so  weit  abgekühlt  ist,  dass 
man  es  im  unteren  Theile  anfassen  kann,  wird  das  obere  Drittel  so 
stark  und  lange  erhitzt  bis  die  Watte  sich  bräunt.  Nach  dem  Ab- 
kühlen zieht  man  mit  erhitzter  Pincette  den  Wattpfropf  so  weit 
hervor,  dass  man  ihn  mit  den  Fingern  fassen  kann. 
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Ein  so  stcrilisirtes  ßeagirglas  lullt  man  zu  Vg  mit  der  inzwischen 
in  heissem  Wasser  verflüssigten  Gelatine,  setzt  den  Pfropf  wieder 
auf,  kocht  der  Vorsicht  lialber  die  Gelatine  noch  einmal  auf  und 
lässt  sie,  event,  durch  Eintauchen  in  kaltes  Wasser,  so  weit  erkal- 
ten, dass  sie  gerade  noch  gut  flüssig  zum  Impfen  und  Vermischen 
der  Keime  ist. 

Das  Ausgiessen  der  Gelatine  auf  die  Platte  geschieht  nicht  mit 
der  ganz  flüssigen  Gelatine,  weil  die  Platte  nicht  vollständig  hori- 
zontal liegt,  sondern  erst  dann,  wenn  die  Gelatine  ganz  zähflüssig 
geworden  ist,  aber  noch  vor  Auftreten  von  Klumpen. 

Als  feuchte  Kammern  kann  man  zwei  übereinander  gelegte 
Teller  benützen,  deren  unteren  man  mit  Fliesspapier  auskleidet, 
welches  angefeuchtet  wird.  Zwei  hineingelegte  Stückchen  Holz  dienen 
dann  der  Platte  statt  der  Glasbänke  als  Unterlage. 

J5.  DurcJisichtige,  feste  Substrate  ohne  Zusatz  gelatinirender 
Substanzen;  Bltitserum.   Taf.  II.  Fig.  G  und  7. 

Für  einige  pathogene  Bakterien  waren  die  durchsichtigen  festen 
Medien  in  Form  der  Gelatinekulturen,  auch  wenn  zur  Erreichung 
der  Bluttemperatur  Agar-Agar  verwendet  wurde,  nicht  geeignet.  In 
diesen  Fällen  schlug  Koch,  unter  strenger  Wahrung  des 
Princips  der  Festigkeit  und  Durchsichtigkeit  der  Nähr- 
medien, einen  ganz  anderenWeg  ein.  Koch^)  hatte  beobachtet, 
dass  sterilisirtes  Blutserum  beim  Erwärmen  über  65°,  aber  vor  Er- 
reichen der  Gerinnungstemperatur,  starr  wurde  ohne  seine  Durch- 
sichtigkeit zu  verlieren. 

Ein  derartig  fest  gewordenes,  aber  durchsichtiges 
Blutserum  wurde  nun  als  Nährhoden  eingefülirt. 

Zum  Auffangen  des  Blutes  dienen  cylindrische,  ca.  20  cm  hohe 
imd  8  bis  10  cm  weite,  mit  Glasstöpsel  versehene  Glasgefässe.  Diese 
Gefässe  werden  nach  vorausgegangener  mechanischer  Reinigung  durch 
Spülen  mit  1  p.  M.  Sublimat  sterilisirt;  nach  Ausgiessen  des  Subli- 


1)  Berliner  klinische  Wochenschrift  1882  No.  15  und  Mitthcilungon  aus 
dem  Kai-serlichen  Gesundheitsauite  II.  1884  S.  48. 
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mats  wird  der  Kückstand  desselben  mit  Alkohol  entfernt,  der  Alkohol 
abgegossen  und  der  Rest  desselben  mit  Aether  aufgenommen  und 
dieser  letztere  durch  Erwärmen  im  Trockensclirank  verdunstet.  Unter 
Oeft'nen  des  Glasstöpsels  lässt  man  das  Blut  der  Schlachtthiere  in 
dieses  Gefass  hineinfliessen.  Die  [Jmgebung  der  Stichöffnung  muss 
gut  gereinigt,  zum  mindesten  gründlich  angefeuchtet  werden.  Das 
unmittelbar  nach  dem  Stiche  ausfliessende  Blut,  welches  Schmutz- 
partikel der  Haut  und  des  Felles  und  abgeschnittene  Haare  mit  weg- 
spült, fängt  man  nicht  auf.  Das  Gefäss  wird  nahe  bis  zum  Rande 
gefüllt,  mit  Stöpsel  geschlosssn  und  baldigst  in  einen  Eisschrank 
gestellt,  in  welchem  es  24  bis  30  Stunden  ruhig  stehen  bleibt,  um 
die  Bildung  eines  festen  Blutkuchens  zu  ermöglichen.  Wird  das 
Gefäss  während  der  Bildung  des  Blutkuchens  bewegt,  so  werden  dem 
Serum'Blutkörperchen  beigemengt,  welche  das  Serum  beim  Erwärmen 
nicht  vollständig  klar  werden  lassen.  Bei  gehöriger  Ruhe  und  Zeit 
bildet  sich  über  dem  Blutkuchen  eine  reichliche  Schicht  von  voll- 
kommen durchsichtigem,  bernsteingelb  gefärbtem  Serum.  Mit  steri- 
lisirten  Pipetten  nimmt  man  dasselbe  auf  und  füllt  es  in  sterilisirte 
Reagirgläser,  welche  zu  Vs  gefüllt  und  dann  mit  Wattpfropf  ver- 
schlossen werden. 

Das  Sterilisiren  kann  nur  unterhalb  der  Gerin- 
nungstemperatur des  Eiweisses  durch  discontinuir- 
liches  Erwärmen  geschehen.  Man  setzt  zu  diesem  Zwecke  die 
Reagirgläser  in  den  mit  passenden  Einsätzen  versehenen  Apparat,  Fig.  2 ; 
die  Temperatur  des  Innenraums  b  wird  auf  ca.  58  ^  gehalten.  Dieser 
Temperatur  wird  das  Blutserum  5  bis  6  Tage  lang  täglich  1  Stunde 
ausgesetzt.  Etwas  unbequemer  kann  man  dies  auch  im  Wasserbade 
erreichen.  Auf  dem  flüssigen,  sterilisirten  Blutserum  bildet  sich  oft 
ein  Häutchen  von  Cholestearin,  welches  nicht  mit  Bakterienhäutchen 
zu  verwechseln  ist. 

Dieses  sterilisirte  flüssige  Blutserum,  welches  als 
solches  öfters  verwendet  wü-d,  wird  nun  z  u  m  E  r  s  t  a  r  r  e  n  g  e  b  r  a  c  h  t 
und  zwar  zur  Erzielung  einer  möglichst  grossen  Oberfläche  in  stark 
geneigter  Lage  der  Reagirgläser.  Hierzu  benutzt  man  einen  mit 
Glasdeckel  versehenen  Blechkasten  mit  doppelter  Wandung,  welcher 
zur  Aufnahme  von  Wasser  dient.   Die  vordere  Seite  dieses  Kastens 
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kann  durch  Stellschrauben,  st  in  Fig.  20,  d  in  Fig.  21,  tiefer  gestellt 
werden  als  die  Rückseite.  Man  stellt  den  Kasten  so  schräg,  dass 
das  Blutserum,  c  in  Fig.  21,  bis  zum  oberen  Drittel  der  lleagir- 
gläser  reicht,  aber  ohne  den  Wattpfropf  zu  berühren. 

Die  ßegulirung  der  Temperatur  des  Luftraumes,  b  Fig.  21,  ge- 
schieht durch  ein  zwischen  die  Keagirgläser  auf  den  Boden  gelegtes 


Fig.  21. 


Thermometer.  Das  Erstarren  geschieht  bei  65";  je  höher  die  Tem- 
peratur über  65''  steigt,  je  mehr  sie  sich  der  Gerinnungstemperatur 
von  75"  nähert,  desto  schneller  geht  das  Erstarren  vor  sich.  Aber 
die  Durchsichtigkeit  wird  um  so  sicherer  erreicht,  je  niedi-iger  die 
Temperatur  ist;  das  Serum  wird  mit  Annäherung  an  die  Gerinnimgs- 
temperatur  immer  undurchsichtiger.  Es  ist  deshalb  die  Temperatur 
von  65"  möglichst  genau  innezuhalten  und  mindestens  68°  nicht  zu 
übersteigen.  Das  Blut  verschiedener  Thiere  erstarrt  verschieden 
schnell,  am  schnellsten  das  Hammelblut,  am  langsamsten  das  Kalbs- 
blut; im  Allgemeinen  beträgt  die  Zeit  V2  bis  1  Stunde. 

Ein  richtig  zum  Erstarren  gebrachtes  Blutserum 
ist  fest  und  hart  wie  hartgekochtes  Hühnereiweiss, 
bernsteinartig,  durchscheinend  und  nur  in  den  unte- 
ren dickeren  Parthieen  schwach  milchig  getrübt. 

Das  während  des  Erwänuens  an  der  oberen  kühleren  Wand  des 
ßeagirglases  sich  bildende  Condensationswasser  sammelt  sich  beim 
Aufrichten  des  Reagirglases  am  Boden,  Tafel  II  Fig.  6  und  7,  und 
bildet  durch  Aufnahme  löslicher  Substanzen  eine  Nährlösung,  so  dass 
man,  Fig.  6,  nach  der  Impfimg  gleichzeitig  das  AYachsthum  auf 
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festem  und  flüssigem  Nährboden  beobacliton  kann,  wenn  man  bis 
zum  Rande  der  Flüssigkeit  impft.  Durch  Verdunstung  trocknet  das 
Serum  allmählich  von  oben  anfangend  ein,  doch  bleiben  monatelang 
die  mittleren  und  unteren  Parthieen  brauchbar. 

Löffler^)  ermittelte,  dass  Lösungen,  welche  den  Nährwerth  des 
Blutserums  erhöhen,  in  geringer  Menge  zugesetzt,  die  Fähigkeit  des- 
selben, durchsichtig  zu  erstarren,  nicht  herabsetzen,  so  dass  man 
öfters  vortheilhaft  statt  des  reinen  Blutserums  ein  solches 
verbessertes  Blutserum  verwenden  kann.  Löffler  fügte  zu 
3  Theilen  Blutserum  1  Theil  Fleischinfiis  hinzu.  Das  Fleischinfus 
wird  genau  so  hergestellt  wie  bei  der  Bereitung  der  Löffler 'sehen 
Gelatine  (S.  105),  dann  fügt  man  hinzu  1%  Pepton,  1%  Trauben- 
zucker, 0,5  %  Kochsalz,  kocht  auf,  neiitralisirt  mit  Natriumcarbonat, 
kocht  auf  dem  Wasserbade  bis  zur  völligen  Ausfällung  der  Albu- 
minate  und  filtrirt.  Diese  Bouillon  wird  im  Dampfbade  sterilisirt 
und  nach  dem  Abkühlen  dem  Serum  zugesetzt  und  darauf  das  Serum 
mit  dem  Bouillonzusatze  discontinuirlich  sterilisirt  und  zum  Erstarren 
gebracht.  Selbstverständlich  kann  man  auch  andere  Zusätze  machen, 
z.  B.  Lösungen  von  Fleischextract  mit  Zucker  etc. 

Da  die  Reagirglaskulturen  nicht  direct  mit  dem  Präparirmikro- 
skope  controlirt  werden  können,  kann  man  auch  das  Blutserum  in 
Uhrgläsern  oder  Glasklötzchen  mit  Aushöhlung,  welche  mit  einer 
Glasplatte  bedeckt  werden,  erstarren  lassen,  verzichtet  aber  danu  auf 
den  sicheren  Schutz,  welchen  der  Watteverschluss  der  Eeagirgläser 
bildet. 

Zum  Impfen  der  Reagirgläser  werden  dieselben  mit  der  linken 
Hand  möglichst  horizontal  gehalten ;  dann  die  Platinöse  in  die  Impf- 
substanz eingetaucht,  darauf  mit  dem  4.  und  5.  Finger  der  rechten 
Hand  der  vorher  gelockerte  Wattepfropf  herausgezogen  und  das  in 
der  Platinöse  befindliche  Material  durch  festes,  streichendes  An- 
drücken an  die  Oberfläche  des  starren  Serums  auf  dasselbe  über- 
tragen und  darauf  der  Wattepfropf  wieder  aufgesetzt. 


1)  Mittlieilungcn  aus  dem  Kaiserlichen  Gesundheitsanite  Bd  II  1884 
S.  452  und  4G1.  '  ' 
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Da  einerseits  in  den  lleagirgläsern  eine  directe 
mikroskopische  Controle,  und  andererseits  ein  Tso- 
liren  der  Keime  durch  das  Erstarren  selbst  nicht 
möglich  ist,  wie  bei  den  gelatinirenden  Substanzen 
der  Objectträger-  und  besonders  der  Plattenkulturen, 
so  muss  man  von  jedem  Materiale  mehrere,  bis  zu  10, 
Einzelversuche  machen  und  ausserdem  ein  möglichst 
reines  Impfmaterial  besitzen.  Diese  beiden  Momente  lassen 
die  Blutserumkulturen  gegenüber  den  ■  Gelatine-  und  Agar-Agar- 
Plattenkulturen  als  unvollkommener  erscheinen.  Aber  bei  Ueberwin- 
dung  dieser  technischen  Schwierigkeiten  ist  es  durch  das  Festhalten 
an  dem  Princip  der  Durchsichtigkeit  und  Festigkeit,  welches  Koch's 
Methode  so  fundamental  von  allen  andern  scheidet,  gelungen,  durch 
das  starre  Blutserum  tadellose  Reinkulturen  von  obligat  parasitischen 
Bakterien  zu  erhalten,  bei  denen  jede  andere  Methode  bis  jetzt 
versagte. 

Die  Gewiim\ing  eines  reinen  Ausgangsmaterials  für  die  Blutserum- 

kidtnren 

bedarf  noch  einiger  Erläuterimgen,  besonders  für  die  Fälle,  in  denen 
wie  bei  der  Tuberkulose  die  gesuchten  Organismen  so  langsam 
wachsen,  dass  in  der  Zwischenzeit  etwaige  Mitbewerber  Alles  über- 
wuchern. 

Durch  die  vorausgegangene  mikroskopische  Durchmusterimg  von 
Schuittpräparaten  der  verschiedenen  Organe,  von  Gewebssäften  und 
Blut  hat  man  sich  darüber  orientirt,  an  welchen  Orten  die  suspecten 
Bakterien  am  sichersten  und  in  reinstem  Zustande  zu  treffen  sind. 
Unter  Beobachtung  dieses  Punktes  gestaltet  sich  die  Entnahme  am 
sichersten,  wenn  die  Impfsubstanz  frisch  getödteten  oder  gestorbenen 
Thieren  unmittelbar  nach  dem  Tode  entnommen  wird.  Die  Ent- 
nalmie  wird  in  dem  Maasse  schwieriger  und  unsicherer,  je  längere 
Zeit  nach  dem  Tode  verflossen  ist,  weil  dann  die  Möglichkeit  einer 
Vermischung  mit  den  schnell  wachsenden  Fäulsnissorgauismen  immer 
mehr  zunimmt. 

„Alle  vorbereitenden  Schnitte,  welche  die  Impfsubstanz  selbst 
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nicht  berühren,  sind  nach  Kochi)  mit  heissen  Instrumenten  auszu- 
führen, die  Impfmasse  aber  mit  abgekühlter  Sclieere  und  Pincette 
herauszuschneiden"  resp.  mit  abgekülilter  Phitinöse  zu  entnehmen. 
„Stets  hat  man  mit  geglühten  Instrumenten  zu  operiren,  welche 
jedesmal,  wenn  eine  neue  Scliicht  bioszulegen  ist,  gewechselt  werden. 
Der  stete  Wechsel  der  Instrumente  ist  uothwendig,  damit  Verunrei- 
nigungen, welche  sich  beim  Durchschneiden  der  Haut  und  der  ober- 
flächlichen Schichten  den  Instrumenten  anhängen,  nicht  in  die  Kul- 
turen verschleppt  werden." 

Mit  Rücksicht  auf  diese  Ermittelungen  gestaltet  sich  das  Vor- 
gehen derart,  dass  nach  Aufspannen  des  Thieres  auf  ein  Secirbrett, 
das  Fell,  soweit  der  Schnitt  geführt  werden  soll,  in  gehöriger  Aus- 
dehnung mit  1  p.  M.  Sublimatlösung  gründlich  angefeuchtet  wird, 
um  beim  Anfassen  und  Einschneiden  ein  Verstäuben  von  Schmutz, 
Haaren  etc.  möglichst  zu  vermeiden.  Eine  Anzahl  Messer,  Scheeren 
Pi^icetten  werden  vorher  in  den  Flammen  ausgeglüht  und  unter  einer 
Glocke,  gegen  Berührung  und  Staub  geschützt,  niedergelegt.  Dann 
wird  die  Haut  in  entsprechender  Ausdehnung,  bei  grösseren  Thieren 
mit  noch  heissem  Skalpell,  bei  kleineren  mit  heisser  Pincette  imd 
Scheere  durchschnitten  und  auf  beiden  Seiten  soweit  zurückgelegt, 
um  frei  weiter  operiren  zu  können.  Mit  einer  zweiten  heissen  Pin- 
cette und  Scheere  wird  nun,  wenn  die  Entnahme  an  der  Pleura 
oder  Lungenoberfläche  stattfinden  soll,  ein  1  bis  2  qcm  grosses 
Fenster  aus  der  Brustwand  herausgeschnitten  und  dadurch  die  Ober- 
fläche der  Lunge  blossgelegt.  Ist  hierbei  eine  afficirte  Stelle,  z.  B. 
Tuberkelknötchen,  blossgelegt,  so  nimmt  man  ein  oder  mehrere  der- 
artige Knötchen  mit  abgekühlten  Instrumenten  heraus.  Um  speciell 
die  in  den  Tuberkelknötchen  befindlichen  Bakterien  fi-ei  zu  machen, 
zerschneidet  man  mit  abgekühltem  Messer  oder  Scheere  ein  Knötchen 
und  versucht  aus  dem  Innern  mit  abgekühlter  Platinöse  Partikelchen 
zu  entnehmen,  die  man  auf  die  Oberfläche  des  Blutserums  impft, 
oder  man  zerquetscht  ein  Knötchen  zwischen  zwei  abgekühlten  Skal- 
pellen und  nimmt  mit  Platindraht  diese  zerquetschte  Masse,  um  sie 
zu  verimpfen.  Bei  weniger  harter  Consistenz  schneidet  man  mit 
abgekühltem  Messer  ein  und  entnimmt  das  Material  mit  der  Platinöse, 

1)  Mittheilungen  Bd.  II,  1884,  S.  50. 
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Soll  Blut  aus  dem  Herzen  entnommen  werden,  so  wird, 
nachdem  die  Haut  ebenso  durclischnitten  ist.  der  Brustkorb  mit  beisser 
Pincette  und  beisseni  Messer  resp.  Sclieere  über  dem  Herzen  geöff- 
net, ebenso  das  Pericardium  mit  frischen  Instrumenten.  Darauf  fasst 
man  die  Herzspitze  mit  abgekühlter  Pincette  und  erölfnet  mit  ab- 
gekühltem Skalpell  eine  Herzhöhle,  aus  der  man  mit  abgekühlter 
Platiuöse  das  zu  übertragende  Blut  entnimmt. 

Soll  ein  anderes  Organ  gewählt  werden  aus  der  Bauchhöhle, 
so  wird  dasselbe,  bei  derselben  Art  der  Eröffnung  der  Bauchhöhle, 
mit  geglühten  Instrumenten  herausgenommen,  auf  einen  reinen  Unter- 
satz oder  Fliesspapier  gelegt  und  dann  nur  die  bindegewebige  Um- 
hüllung eingeschnitten;  darauf  fasst  man  die  Känder  mit  zwei  ab- 
gekühlten Pincetten  und  reisst  das  Organ  tief  ein,  dann  entnimmt 
man  mit  Platinöse  aus  der  Tiefe  des  Risses  Gewebssaft  oder  Ge- 
webspartikel. 

Bei  oberflächlich  gelegenen  Lymphdrüsen  schneidet  man  die 
Haut  wieder  in  derselben  Weise  durch,  fasst  dann  die  Drüse  mit 
abgekühlten  Instrumenten  und  schneidet  sie  in  situ  durch  zur  Ent- 
nahme aus  dem  Inneren,  oder  löst  sie  aus  der  Umgebung,  legt  sie 
auf  eine  vorher  geglühte  und  wieder  abgekühlte  Glasplatte,  schneidet 
oder  reisst  sie  ein  und  entnimmt  aus  dem  Innern  Saft  oder  Gewebs- 
partikel. 

Wenn  Blut  in  tra  vi  tarn  zu  Kulturen  entnommen  werden  soll, 
so  kann  dies  mit  einer  Haarröhre  nach  Salomonsen  geschehen. 
Man  kann  auch  bei  Gelegenheit  eines  Aderlasses  Tropfen  Blut  aus 
einer  Hautvene  mit  Platinöse  entnehmen.  Am  einfachsten  ist  es, 
eine  Hautstelle  von  den  Haaren  zu  befreien,  die  Stelle  mit  Bürste 
und  Seife  zu  reinigen,  dann  mit  1  p.  M.  Sublimatlösung  abzuwaschen, 
mit  Alkohol  und  endlich  mit  Aether  die  letzten  Spuren  Sublimat  zu 
entfernen.  Dann  sticht  man  mit  sterilisirter  Nadel  ein  oder  macht 
mit  sterilisirtem  Messer  einen  leichten  Schnitt,  ninmit  die  ersten 
vorquellenden  Tropfen  mit  Platinnadel  weg  und  braucht  die  später 
vorquellenden  Tropfen  zum  Impfen. 

Zur  Entnahme  von  Haut  stück  eben  Avählt  man  bei  Erysipelas 
und  ähnlichen  in  der  Haut  verlaufenden  parasitären  Processen  eine 
Stelle,  an  welcher  der  Process  vorwärtsschreitet.  Die  Haut  wird  in 
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derselben  Weise  gereinigt  und  dann  mit  geglühten  Instrumenten  ein 
Stückchen  Haut  herausgeschnitten,  welches  event.  noch  weiter  zerklei- 
nert resp.  zerquetscht  wird, 

Ist  schon  einige  Zeit  nach  dem  Tode  verstrichen,  so  müssen  die 
Organe  erst  gründlich  von  aussen  anhaftenden  Fäulnissorganismen 
gereinigt  werden.  Nach  Koch  1,  c,  erreicht  man  dies,  indem  man 
das  Organ  wiederholt  und  gründlich  in  1  p,  M.  Sublimatlösung 
wäscht,  dann  mit  zu  jedem  Schnitte  gewechselten,  heissen  Instru- 
menten von  der  Oberfläche  ab  Schichten  des  Organs  abträgt  und  erst 
in  grösserer  Tiefe  den  Gewebssaft  oder  Gewebspartikel  entnimmt. 

Bei  grösseren  Organen,  z,  B,  der  Milz,  legt  man  nach  Gaffky') 
nach  gründlichem  Waschen  in  1  p,  M.  Sublimatlösung  zuerst  einen 
fast  das  ganze  Organ  trennenden  Längsschnitt,  Dann  wird  mit  einem 
zweiten  sterilisirten  Messer  auf  die  gewonnene  reine  Schnittfläche 
ein  nirgends  bis  an  die  Kapsel  reichender  Schnitt  geführt,  auf  diesen 
ein  dritter  und  erst  dann  aus  der  Tiefe  Gewebssaft  oder  Partikel 
entnommen. 

Nach  Löffler^)  verfährt  man,  um  selbst  hochgradig  verun- 
reinigte Organe  noch  zu  verwerthen,  derart,  dass  man  das  Organ 
erst  10  Minuten,  unter  stetem  Bewegen  mit  einem  .Glasstabe,  in 
einer  5  %  igen  Carbolsäurelösung  lässt,  um  alle  an  der  Oberfläche 
haftenden  Kokken,  Bacillen,  Hefen  etc.  zu  vernichten.  Zum  Ver- 
nichten etwaiger  Bacillensporen  kommt  dasselbe  dann  noch  5  Minuten 
in  1  ^  Sublimatlösung,  Dann  wird  es  herausgenommen  und  auf 
reines  Fliesspapier  gelegt.  Wenn  die  Oberfläche  trocken  geworden 
ist,  schneidet  man  mit  heissem  Messer  die  bindegewebige  Umhüllung 
ein,  reisst  das  Organ,  indem  man  die  Schnittränder  mit  heissen  Pin- 
cetten  fasst,  auseinander  und  entnimmt  aus  der  Tiefe  an  diesen  Kiss- 
flächen  das  Impfmaterial. 

Wie  im  concreten  Falle 

der  Gang  der  Kultur 
sich  aus  dem  spontanen  Vorkommen 


sein  soll,  ergiebt 
der  Bakterien. 


1)  Mittheilungen  aus  dem  Kaiserlichen  Gesundheitsamto  188-i,  Bd  II  S  :^SG 

2)  ibid.  S.  451. 
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Bei  deu  saprophytischen  Arten,  den  Pigment-  und  Ferment- 
bakterien, wird  man  wohl  immer  mit  Plattenkulturen  von  Gelatine 
oder  Agar-Agar  das  Ziel  erreichen.  Man  wird  hierbei  die  kleinen 
Vortheile,  welche  eine  Massenkultur  gewahrt,  meist  vortheilhaft  an- 
wenden, besonders  auch  unter  Berücksichtigung  der  f]rhiticung  und 
der  Anaerobiose,  welche  sich  auch  bei  Plattenkulturen  verwerthen  lässt. 

Von  den  parasitischen  Bakterien  werden  mit  grösster  Wahr- 
scheinlichkeit diejenigen,  bei  denen  die  Epidemiologie  einen  Finger- 
zeig giebt,  dass  sie  wahrscheinlich  facultative  Parasiten  oder  facul- 
tative  Saprophyten  sind  und  sich  ganz  oder  unter  bestimmten  Ver- 
hältnissen ausserhalb  des  thierischen  Organismus  erhalten  können, 
in  Gelatine-  oder  Agar-Agar-Plattenkulturen  rein  gewonnen  werden 
können. 

Bei  den  obligat  parasitischen  Bakterien,  wie  es  in  mehr  oder 
weniger  hohem  Grade  die  Parasiten  der  rein  contagiösen  Krankheiten 
sind,  stehen  zur  Zeit  nur  die  Blutserumkulturen  zu  Gebote  unter 
Berücksichtigimg  der  Momente  zur  Gewinnung  eines  reinen  Aus- 
gangsmaterials. 

Für  diejenigen  Bakterien,  welche  sich  bis  jetzt  auf  festem  Nähr- 
boden nicht  oder  nur  schlecht  gewinnen  Hessen,  wie  Spirillen  und 
Spirochäten,  und  für  diejenigen  mehr  amoeboiden  parasitischen  Mikro- 
organismen, welche  .möglicherweise  der  einen  oder  anderen  Krankheit 
zu  Grunde  liegen  können,  wird  man  am  besten  auf  die  bis  zur  Ein- 
Zell-Kultur getriebene  Verdünnungsmethode  recurriren,  welche  zwar 
erheblich  umständlicher  und  nicht  ganz  so  sicher  ist,  aber  von  allen 
anderen  Methoden  weitaus  am  meisten  leistet  und  sogar  vorzüglich 
zu  verwerthen  ist,  wenn  man  secundäre  Momente  zu  Hülfe  nehmen 
kann,  um  vorher,  wenn  auch  nicht  ganz,  so  doch  leidlich  reine 
Massenkulturen  zu  gewinnen. 

Für  andere  Mikroorganismen,  wie  Schimmelpilze,  Hefen,  lässt 
sich  der  feste  Nährboden,  sowohl  in  undurchsichtiger  Form  der  Kar- 
tofFelschciben,  des  Kartoffelbreies  und  eines  dicken  Brodbreies  ver- 
werthen, als  auch  in  der  durchsichtigen  Form  der  Gelatine-,  Agar- 
Agar-  und  Blutserum-Kulturen.  Man  hat  nur  auf  die  Reaction  zu 
achten  und  dieselbe  in  der  Hegel  im  Gegensatze  zu  den  Bakterien- 
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kiiltnreu  scliwach  sauer  zu  lialteu  und  für  die  Nälirsubstrate  das 
spontane  Vorkommen  in  Betracht  zu  ziehen. 

Während  man  früher  in  den  Reinkultur  an  nur  ein  Mittel 
zum  Zwecke  einwandsfreier  positiver  Uebertragungen 
sah,  hatte  Koch  auf  Grund  der  in  den  Reinkulturen  sich  mani- 
lestireuden  biologischen  Eigenschaften  erklärt,  dass  nicht  der  ge- 
ringste Grund  vorliege,  die  Aetiologie  des  Milzbrandes  durch  eine 
fortlaufende  Anpassung  ganz  harmloser  Schmarotzer  an  die  parasi- 
tische Lebensweise  zu  erklären,  sondern  dass  die  Milzbrandbacillen 
für  die  Erhaltung  der  Art  gar  nicht  auf  den  thierischen  Körper  an- 
gewiesen sind,  dass  sie  ausserhalb  des  Organismus,  wenigstens  zeit- 
weilig, alle  Lebensbedingungen  finden  und  dass  ihr  Parasitismus  nur 
ein  gelegentlicher  ist.  ^)  Dann  gelang  es  Koch  zum  ersten  Male, 
die  Parasiten  einer  rein  contagiösen  Krankheit,  der  Tuberkulose, 
künstlich  ausserhalb  des  thierischen  Körpers  zu  züchten 2)  undBre- 
feld^)  entwickelte  auf  Grund  seiner  Ermittelungen  über  das  sapro- 
phytische  Stadium  der  parasitischen  Brandpilze  der  Cerealien  die 
Ansicht,  dass  es  auch  bei  den  „Parasiten  im  engsten  Sinne"  bei 
Anwendung  der  richtigen  Methoden  gelingen  dürfte,  sie  von  dem 
parasitischen  Leben  wieder  abzubringen.  Im  Anschlüsse  hieran  führte 
ich  aus,*)  dass  jede  Reinkultur  nichts  anderes  ist  als 
das  saprophytische  Stadium  parasitischerMikroorga- 
nismen,  und  ähnlich  fasst  de  Bar y^)  die  Fähigkeit  des  „Gezüchtet- 
werdens"  parasitischer  Bakterien  in  todter  organischer  Substanz  auf. 

1)  Zur  Aetiologie  des  Milzbrandes.  Mittheilungen  aus  dem  Kaiserlichen 
Gesundheitsamte  Bd.  I,  1881,  S.  49. 

2)  Berliner  klin.  Wochenschrift  1882,  No.  15. 

»)  Die  künstliche  Kultur  parasitischer  Pilze.  Botanische  Untersuchungen 
üher  Hefenpilze  V,  1883,  S.  1. 

*)  Fortschritte  der  Medicin  1884  No.  2,  S.  70. 

5)  Vergleichende  Morphologie  und  Biologie  der  Pilze  1884,  S.  526. 


IV.  Uebertragiiiigen  zum  Nacliweise  der  causalen  Be- 
zieliuiigen  der  BaktericiiYegetationen  zu  Zersetzungen 

mid  Krauklieiten. 

A.  Saprophytische  Bakterien. 

Die  zersetzungsfälligen  Substrate,  Lösungen  von  Zucker,  Gly- 
cerin  etc.,  werden  nach  den  Anhaltspunkten  hergestellt,  welche  das 
spontane  Vorkommen  an  die  Hand  giebt.  Die  Einzelheiten  der  Her- 
stellung sind  bei  den  Kulturen  in  Flüssigkeiten  schon  besprochen, 
ebenso  die  Methoden  des  Sterilisirens.  Zu  den  qualitativen  Ver- 
suchen füllt  man  die  Lösungen  in  Reagirgläser  und  kleine  Kölb- 
chen,  zu  den  quantitativen  Versuchen  nimmt  man  Literkolben  und 
noch  grössere  Kolben,  welche  über  dem  Watteverschluss  noch  eine 
Kappe  von  einer  doppelten  Lage  Filtrirpapier  erhalten  haben.  Will 
man  untersuchen,  welchen  Grad  der  Zersetzung  die  Bakterien  spon- 
tan herbeiführen,  so  erhalten  die  Lösungen  keine  Zusätze,  sollen 
aber  die  Substanzen  chemisch  ausgenutzt  werden,  so  werden  ent- 
sprechende Zusätze  von  reinstem  kohlensaurem  Kalk  gemacht  um  die 
sich  bildenden  Säuren  in  dem  Maasse  ihres  Entstehens  sofort  zu 
neutralisiren. 

Die  Impfimgen  werden  derart  vorgenommen,  dass  man  mit  einer 
Platinnadel  von  einer  Eeinkultur  in  Gelatine  oder  Agar-Agar  unter 
Controle  des  Mikroskops  eine  Spur  entnimmt  und  dieselbe  unter 
schnellem  Oeftuen  in  die  Lösung  bringt.  In  diesem  Falle  bringt 
man  nicht  nur  einen  Keim,  sondern  eine  grosse  Anzahl  derselben 
Keime  ein,  welche  dadurch  sofort  in  die  Lage  versetzt  werden,  et- 
waige Mitbewerber  in  der  zusagenden  Lösung  leichter  zu  unterdrücken. 
War  die  lleinkultur  durch  die  Verdünnungsmethode  als  Eiu-Zell- 
Kultur  hergestellt,  so  überträgt  man  mit  sterilisirten  Pipetten  die 
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Voliimcneiiiheit  (ein  Tropfen,  ein  Cubikccntimeter)  mit  dem  einen 
hypothetischen  Keime  in  die  sterilisirte  Lösung. 

Da  eine  Lnftiufection  in  Flüssigkeiten  niclit  sofort  erkennbar 
und  die  bei  den  Kulturen  in  Flüssigkeiten  und  bei  den  fractionirten 
Kulturen  besprochene  Möglichkeit  nie  ganz  auszuschliessen  ist,  dass 
irgend  ein  derartiger  zufällig  hineingelangter  Keim  von  gewöhnlichen 
saprophytischen  Bakterien  alle  Anderen  überwuchert,  muss  man 
bei  allen  Untersuchungen  in  Flüssigkeiten  eine  grös- 
sere Zahl  Einzelversuche  ansetzen.  Es  empfiehlt  sich  diese 
Uebertragungen  in  einem  feucht  gehaltenen  Glaskasten  vorzunehmen. 

Eine  gewisse  Begünstigung  des  Wachstbums  und  der  Wirkung 
erfahren  wohl  alle  saprophytischen  Bakterien  durch  Steigerung  der 
Temperatur.  Aber  das  T  e  m  p  e  r  a  t  u  r  o  p  t  i  m  u  m  der  verschiedenen 
Arten  schwankt  und  liegt  für  viele  Fermentbakterien  ungefähr  bei 
der  Bluttemperatur.  Man  muss  deshalb  nach  der  Beschickung  der 
Lösungen  einzelne  bei  Zimmertemperatur,  andere  bei  Brüttemperatiu- 
halten,  um  die  zusagende  Temperatur  in  Kürze  annähernd  zu  er- 
mitteln. 

Die  Controle  erfolgt  nach  drei  Richtungen,  indem 
einmal  sterilisirte,  ungeimpfte  Lösungen  denselben 
Aussenbe dingungen  ausgesetzt  werden,  zweitens  durch 
das  Mikroskop  und  drittens  durch  Reinkulturen. 

Wenn  in  den  geimpften  Lösungen  sich  für  das  Auge  eine  Aen- 
derung  bemerkbar  macht  durch  Trübungen,  ßakterienwolken,  Bak- 
terienhäutchen,  Blasenbildung,  so  wird  die  Lösung  mikroskopisch 
durch  Deckglas-Trockenpräparate  geprüft,  indem  man 
vorsichtig  mit  sterilisirten  Listrumenten,  Platinöse  oder  Pipette, 
Proben  entnimmt.  Man  achtet,  ob  nm-  ein  und  dieselbe  Form  vorhan- 
den ist  und  ob  die  Formen  identisch  sind  mit  den  in  den  Reinkulturen 
beobachteten.  Kleinere  Differenzen  können  daher  rühren,  dass  die 
Lösungen  den  Bakterien  mehr  zusagen  als  die  Nährgelatine.  Dann 
stellen  sich  auf  der  Höhe  der  Gährungen  und  noch  mehr  gegen 
Ende  derselben  bisweilen  Livolutionsformen  ein,  oder  es  treten  in 
mehr  typisclier  Weise  bei  einzelnen  Bakterien,  besonders  den  Bacillen, 
eigenthümliche  Erweiterungen  ein,  welche  den  Stäbchen  eine  Wetz- 

Hueppu,  liakterion-Forachung. 
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stein-,  Spindel-  oder  Kaulquappenform  verleihen.  Wenn  solche  Er- 
scheinungen beobachtet  werden,  ist  zu  ermitteln,  ob  derartige 
Formen  mit  der  Gährwirkung,  d.  h.  gesteigerter  Func- 
tion, zusammenhängen,  oder  ob  sie  im  Gegentheil  das 
erste  sichtbare  Zeichen  der  totalen  oder  partiellen 
Erschöpfung  des  Nährbodens  sind,  ob  sie  die  Sporen- 
bildung vorbereiten,  durch  welche  bei  Erschöpfung  des  Sub- 
strates die  Erhaltung  der  Art  gesichert  wird. 

Hierüber  gibt  das  Mikroskop  allein  keine  Auskunft.  Man  macht 
deshalb  sofort,  wenn  man  derartige  Formen  sieht,  Kulturen,  in 
denen  verschiedene  Arten  sich  entwickeln,  wenn  neben  den  ver- 
impften fremde  Bakterien  sich  eingeschlichen  haben,  in  denen  nur 
die  verimpfte  Art  auftritt  bei  wirklich  reiner  Uebertragung. 

Neben  dem  Temperaturoptimum  ist  besonders  das  Sauerstoff- 
0  p  ti mu m  zu  beachten.  Während  viele  saprophytische  Bakterien,  die 
Erreger  der  Oxydationsgährungen  und  die  gewöhnlichen  aerobiotischen 
Formen  in  dieser  Hinsicht  keine  besondere  Beachtung  beanspruchen 
und  bei  Luftzutritt  sowohl  in  Flüssigkeiten  als  in  gelatinirten  Lö- 
sungen leicht  rein  gewonnen  werden  können,  zeigen  andere  Formen 
eine  grössere  Intensität  des  Wachsthums  und  der  Wirkung,  wenn 
die  Luft  nicht  ganz  frei  zutritt.  Bei  spontanem  Vorkommen  haben 
diese  Bakterien  eine  Neigung  zur  Hy  drobiose,  d.  h,  sie  entwickeln 
sich  weniger  an  der  Oberfläche  als  vielmehr  mit  Vorliebe  im  Inneren 
der  Flüssigkeiten.  Hier  ist  der  Zutritt  von  Sauerstoff  wohl  erschwert, 
aber  es  steht  den  Bakterien  immer  absorbirter  Sauerstoff  zu  Gebote. 
Ob  das  Extrem,  welches  Pasteur  zum  Ausgange  seiner  gälirungs- 
theoretischen  Betrachtungen  machte,  die  Anaerobiose  in  der  Weise 
vorkommt,  dass  der  Luftsauerstoff  wie  ein  Gift  wirkt,  ist  sehr 
zweifelhaft,  da  bei  allen  derartigen  Experimenten  noch  andere  Fac- 
toren  mit  in's  Spiel  kommen. 

Auch  die  anaerobiotischen  Bakterien  kann  man  mit 
Gelatine-  und  Agar-Agar-Kulturen  rein  gewinnen,  weil  meist  schon 
eine  Beschränkung  des  Luftzutritts  die  genügende  Intensität  des 
Wachsthums  garantirt.  Man  kann  dies  erreiclien  in  den  dicken 
Schichten  der  Keagirglaskulturen  und  noch  besser,  wenn  man  nach 
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Koch*)  auf  die  Gelatine-  oder  Agar-Agarplatten,  wenn  die  Gelatine 
eben  zu  erstarren  beginnt,  ein  dünnes  Blatt  von  Marienglas  oder 
Glimmer  auflegt,  welches  mindestens  ein  Drittel  der  Gelatineober- 
fläche in  der  Mitte  bedeckt.  „Das  Glimmerblatt  legt  sich  wegen 
seiner  Elasticität  vollständig  der  Gelatinefläche  an  und  sperrt  also 
an  der  bedeckten  Stelle  die  Luft  ab."  Anaerobiotische  Bakterien 
wachsen  auch  unter  der  Glimmerplatte  zu  Colonien  aus,  während  exquisit 
aerobiotische  unter  der  Platte  nur  etwa  2  mm  Aveit  gut  wachsen, 
,bis  wohin  noch  eine  Diffusion  der  Luft  dringen  kann."  Von  den 
aerobiotischen  Bakterien  bilden  sich  unter  der  Glimmerplatte  nur 
,ganz  ausserordentlich  kleine,  dem  blossen  Auge  nicht  sichtbare 
Colonien,  die  wahrscheinlich  von  dem  noch  in  der  Gelatine  enthal- 
tenen Sauerstoff  ihr  Dasein  gefristet  haben,  die  sich  aber  nachher 
nicht  weiter  vergrössern."  Man  kann  auch  die  geimpften  Platten- 
imd  Keagirglaskulturen  ohne  solche  Glimmerplatten  unter  die  Glocke 
der  Luftpumpe  bringen,  oder  in  Glocken,  in  welchen  die  Luft  durch 
Kohlensäure  möglichst  verdrängt  ist. 

Auf  diese  Weise  wird  es  möglich,  dieVortheile  desfesten 
und  durchsichtigen  Nährbodens  zur  Gewinnung  von  Kein- 
kulturen  auch  für  die  anaer obiotischen  Bakterien  auszu- 
nutzen. 

Daneben  ist  es  aber  nöthig 

Versuclie  über  Anaerobiose  in  Flüssigkeiten 
zu  machen,  einerseits  um  die  Zersetzungen  bei  Abschluss  und  Be- 
schränkung von  Luftsauerstoff  zu  studiren  und  dann  auch,  um  mit 
Hülfe  der  Anaerobiose  durch  Massenkulturen  die  anaerobiotischen 
Bakterien  von  den  rein  aerobiotischen  zu  trennen,  wie  dies  von 
Fitz 2)  mit  Erfolg  geschehen  ist,  um  mit  diesem  Ausgangsmaterial 
durch  Verdünnung  Ein-Zell-Kulturen  zu  gewinnen. 

Die  Versuchsanordnungen  über  Anaerobiose  lassen  sich  ein- 
theilen  in  solche,  bei  denen  a)  nur  die  Luft  ausgetrieben,  und 

1)  Conferenz  zur  Erörterung  der  Cholerafrage.  Berl.  klin.  Wochenschrift 
1S84,  No.  31  ff.,  und  deutsche  med.  "Wochenschrift  1S84,  No.  32  ff. 

2)  Ueber  Spaltpilzgährungen  IX.  Berichte  der  deutschen  chemischen  Ge- 
sellschaft, XVII.  Bd.,  1884,  S.  1188. 
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b)  in  solche,  bei  denen  die  Luft  durch  andere  Gase  er- 
setzt wird.  Das  Vordrängen  der  Luft  kann  durch  Auskochen  ge- ' 
schoben ;  dann  muss  es  möglich  sein,  nach  der  Abkühlung  die 
Impfung  derart  auszuführen,  dass  beim  Impfen  keine  Luft  eindringen 
kann.  Oder  die  Impfung  der  Lösungen  mit  Gelatinereinkultur  oder 
Ein-Zell-Kultur  erfolgt  vor  dem  Verdrängen  der  Luft;  dann  muss 
das  Austreiben  der  Luft  bei  einer  Temporatui"  vorgenommen  werden, 
Avelche  auf  die  Bakterien  nicht  schädigend  wirken  kann.  Vortheil- 
haft ist  es  schon  im  ersten,  nothwendig  im  zweiten  Falle,  dass  die 
zu  impfenden  Lösungen  vorher  sicher  sterilisirt  sind. 

Die  einfachste,  zur  Orientirung  und  zu  Massenkulturen  aus- 
reichende Versuchsanordnung  besteht  darin,  dass  man  ein  Kölbchen, 
a  in  Fig.  22,  mit  langem  Halse  zur  Hälfte  mit  dem  noch  unreinen, 
Fig.  22.   auf  Anwesenheit  von  anaerobiotischen  Organismen  zu  prü- 
0  fenden  Bakteriengemische  oder  mit  der  sterilisirten  und 
geimpften  Lösung  füllt.   Dann  zieht  man  den  Hals  bei  b 
an  der  Gaslampe  eng  aus  und  verbindet  das  offene  Ende  c 
mit  einem  Aspirator  oder  einer  Luftpumpe.  Während 
des  Verdünnens  der  Luft  kommt  das  Kölbchen  a  in  ein 
Wasserbad  von  38  bis  40  ^  in  dem  es  unter  heftigem 
Siedon  ca.  V2  Stunde  bleibt.    Dann  wird  während  des 
Saugens  der  Hals  bei  b  mit  einer  spitzen  Flamme  zu- 
geschmolzen. 

Man  erhält  auf  diese  Weise  ganz  luftleere  Wasserhammer, 
welche  kräftig  an  die  Wand  anschlagen,  und  in  denen  die  Flüssig- 
keit durch  Körperwärme  zum  Sieden  kommt.  Je  nach  dem  Material 
werden  diese  Kölbchen  bei  Zimmer-  oder  Brüttemperatur  gehalten. 

Nach  Nencki  1)  kann  man  in  folgender  Weise  verfahren,  Fig.  23. 
Das  Gefäss  wird  bis  zur  Höhe  a  mit  dem  Bakteriengemische  oder 
der  geimpften  Lösung  gefüllt  und  darauf  mit  dem  doppelt  durch- 
bohrten Kautschukpfropf  versclilosseu.  Durch  die  eine  Oeflnung 
dieses  Pfropfs  gebt  ein  Glasstab  b,  welcher  in  einem  eingeschliffonen 
Stöpsel  endet,  der  gut  in  die  Verjüngung  c  passt,  so  dass  der  Inlialt. 
der  Kugel  A  von  der  oberen  Flüssigkeit  vollständig  abgesclüossen 

1)  Beiträge  zur  Biologie  der  Spaltpilze  18S0. 
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werden  kann.  In  der  zweiten  OefTnnng  befindet  sich  das  rechtwinklig 
gebogene  Kohr  d,  dessen  Ende  mit  der  Luftpumpe  verbunden  wii-d. 
Während  des  Saugens  befindet  sich  die  Kugel  A  im  Wasserbade 
und  der  Glasstab  b  wird  soweit  herausgezogen,  dass  -pig.  23. 
der  Stöpsel  sich  ungefähr  bei  a  befindet.  „Sobald 
die  Luft  entfernt  ist,  was  man  an  dem  stossweisen 
Aufkochen  und  Anschlagen  der  Flüssigkeit  an  die 
Wände  des  Gefässes  erkennt,  wird  durch  vorsichtiges 
Drehen  der  Glasstab  hinuntergedrückt,  bis  durch 
den  Stöpsel  die  in  der  Kugel  A  befindliche  Flüssig- 
keit hermetisch  abgeschlossen  ist.  Sodann  wird 
während  des  Aspirirens  mittelst  einer  spitzen  Flamme 
bei  d  das  Eohr  zugeschmolzen  und  nach  dem  Er- 
kalten das  zugeschmolzene  Ende  in  einer  concen- 
trirten,  soeben  bereiteten  alkalischen  Pyi'ogallollösung 
abgebrochen.  Nachdem  hinreichend,  bis  etwa  zu 
der  Höhe  n  PyrogalloUösung  eingetreten  ist,  wurde 
das  Rohr  d  von  Neuem  zugeschmolzen. "  Die  al- 
kalische PyrogalloUösung  dient  als  Index  für  die 
Zuverlässigkeit  des  Verschlusses:  „die  hinzutretende 
Luft  würde  die  klare,  gelbbräunliche  Lösung  sofort 
dunkel  gefärbt  haben." 

Bei  diesen  Versuchen  ist  für  das  E  n  t  w  e  i  c  h  e  n 
der  Gase  keine  Fürsorge  getroffen.  Pasteur^) 
versuchte  dies  auf  folgende  We^ie  zu  erreichen; 
Fig.  24  und  Fig.  25.  Ein  Kolben  von  der  Form 
der  Fig.  24  wird  mit  der  Lösung  gefüllt,  das  Ableitungsrohr  taucht 
in  eine  mit  derselben  Lösung  gefüllte  Porzellanschale.  Die  Flüssig- 
keit im  Kolben  und  die  der  Porzellanschale  werden  gleichzeitig  etwa 
eine  halbe  Stunde  gekocht,  um  alle  Luft  resp.  den  Luftsauerstoff  aus 
der  Flüssigkeit  zu  vertreiben.  Durch  den  sich  entwickelnden  Dampf 
wird  die  Flüssigkeit  aus  dem  Ballon  herausgetrieben,  aber  es  steigt 
dann  wieder  durch  Kochen  luftleer  gemachte  Flüssigkeit  aus  der 
Porzellanschale  in  den  Kolben  zurück ;  dies  wiederholt  sich  während 

1)  Etudes  sur  la  biere  1876,  S.  229  ff.  Des  rapports  de  l'oxygene  avcc 
la  levure. 
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der  Dauer  [des  KocIigds  einige  Mal.    Dann  lässt  man  abkühlen. 
Während  des  Abkühlens  habe  ich  es  vortheilhaft  gefunden  die  Flüssig- 
keit in  der  Porzel- 
lauschale  mit  einer 
Schicht  von  vorher 
durch  einstündiges 
Kochen  sterilisirtem 
Oel  zu  bedecken,  um 
einenachträglicheAb- 
sorption  von  Sauer- 
stoff  möglichst  zu 
verhindern.  Nach 
vollständigem  Ab- 
kühlen bringt  man 
das  Ableitungsrohr 
zum  Auffangen  sich 
bildender  Gase  unter 
sterilisitres  Queck- 
Brütofen.    Zur  Con- 
,  von  der  doppelten 
Grösse,  welche  nur  ziu-  Hälfte  gefüllt 
werden,  so  dass  reichlich  Sauerstoff  zu 
Gebote  steht.  Zum  Impfen  des  Kolbens, 
Fig.  24,  kann  man  sich  der  früheren  Me- 
thodejj  nicht  bedienen.  Man  bringt  des- 
halb in  frischer  Gährung  befindliche  Lö- 
sung in  den  Ansatz  über  dem  Glashahn, 
der  vorzüglich  schliessen  muss.  Nach 
dem  Abkühlen  lässt  man  unter  schnel- 
lem Oeffuen  und  Wiederschliessen  des 
Hahns  einige  Tropfen  der  in  Gährung 
befindlichen  Lösung  in  den  Kolben  über- 
treten.   Statt  einer  in  Gährung  befind- 
lichen Lösung,  halte  ich  es  für  besser, 
eine  Suspension  der  Keinkulturen  in  sterilisirtem,  luftfreiem,  destil- 
lirtem  Wasser  in  den  kleinen  Kecipienten  zu  bringen. 


Silber  und  stellt  den  ganzen  Apparat  in  den 
trole  wendet  Paste ur  Kolben  an,  Fig.  25 
Fisr.  25. 
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Um  den  Stoffwechselprociucten  der  Bakterien  das  Entweichen  zu 
gestatten  und  jeden  Kautschuk  verschluss  zu  vermeiden,  wählte 
Nencki  1.  c.  folgende  Anordnung,  Fig.  26. 

Das  an  3  bis  4  Stellen  verjüngt  ausgezogene  Ableitungsrohr  c 
taucht  in  die  auf  Anwesenheit  anaerobiotischer  Mikroorganismen  zu 
prüfende  oder  mit  Reinkulturen  geimpfte,  sterilisirte  Flüssigkeit, 
während  gleichzeitig  der  Liter-Kolben  a  dm'ch  Erwärmen  luftleer 
gemacht  wird.  In  Folge  dessen  wird  die  Flüssigkeit  in  den  Apparat 
aspirirt,  der  etwa  zu  2/3  des  Kolbens  a  gefüllt  wird. 

Darauf  wird  das  Ende  von  c  mit  der  Luftpumpe  verbunden  und 
während  der  Kolben  a  im  Wasserbade  sich  befindet,  der  ganze  Ap- 
parat wie  früher  (Text  zu  Fig.  22  und  23)  luftleer  gemacht.  Wäh- 
rend des  Saugens  wird  das  Eohi'  c  an  einer  Verjüngung  zugeschmolzen. 
Das  zugeschmolzene  Ende  wird  darauf  in  reinem  Kohlensäure-  oder 
Stickstoflgas  abgebrochen  und  dadui'ch  der  Apparat  mit  diesem  Gase 
gefüllt  und  das  Ende  c  j^ig^  26. 

von  Neuem  zugeschmol- 
zen. Das  zugeschmol- 
zene Ende  wird  dann 
wiederum  in  alkalischer, 
concentrirter  Pyrogal- 
lollösung  abgebrochen, 
durch  Erwärmen  des 
Apparats  ein  Theil  des 
Gases  herausgetrieben, 
bis  die  beiden  Kugeln  des  U-förmigen  Rohres  b  etwa  zur  Hälfte  mit 
der  PyrogalloUösung  gefüllt  sind.  Dann  lässt  man  das  Ende  von  c 
in  Quecksilber  tauchen  und  bringt  den  ganzen  Apparat  in  einen 
Thermostaten. 

Gunningi)  hatte  den  früher  gewählten  Versuchsanordnungen 
gegenüber  geltend  gemacht,  dass  die  gebräuchlichen  Abschlüsse  gegen 
die  Luft,  wie  Glashähne,  Quecksilber,  PyrogalloUösung,  keine  volle 
Sicherheit  bieten,  da  er  durch  das  nach  seiner  Ansicht  empfindlichste 
Reagens  auf  Sauerstoff,  das  weisse  Perroferrocyanür,  die  Anwesen- 
heit von  Sauerstoff  glaubte  nachweisen  zu  können. 

1)  Journal  f.  pract.  Chemie,  N.  F.,  Bd.  XX,  1879,  S.  434. 
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Neil  elvi  und  Lachowicz')  wälilteii  deslialh  folgende  Ver- 
siichsanordnung,  Fig.  27.  Der  Apparat  besteht  aus  zwei  Kölbchen, 
A  und  C,  von  ca.  250  cm  und  einem  Kölbchen  B  von  etwa  50  cm' 
Inhalt. 

Das  Kölbchen  A  dient  zur  Entwickelung  von  Wasserstoff  aus 
Eisen  und  Schwefelsäure  und  zur  Bildung  von  eisenoxydfreiem 
schwefelsaurem  Eisenoxydulsalz;  vor  Einschmelzen  des  Trichter- 
röhrchens  a  werden  deshalb  mehrere  Rollen  Klavierdraht  in  A  ein- 
gebracht. B  dient  zur  Aufnahme  von  ca.  10  ccm  Blutlaugensalz- 
lösung und  zur  Entwickelung  des  weissen  Ferroferrocyanür.  C  ent- 
hält die  Nährlösung.    Die  Kolben  werden  sorgfältig  gereinigt  oder 

besser  noch  sterilisirt 
und  durch  Hitze  ge- 
trocknet und  dann  bei  d 
zusammengeschmolzen. 
Darauf  wird  A  zu  ^/g 
mit  destillirtem  Wasser 
gefüllt ,  mit  einigen 
Tropfen  concentrirter 
Schwefelsäure  angesäu- 
'  ert  und  zum  Kochen 
erhitzt.  Während  des  Siedens  ist  durch  Schrägstellung  des  Appa- 
rates Sorge  zu  tragen,  dass  die  im  Röhrchen  d  zwischen  A  und  B 
condensirten  Dämpfe  in  den  Kolben  A  zurückfliessen ,  weil  sonst 
mit  den  Wasserdämpfen  Eisenoxydtheilchen  in  das  Kölbchen  B 
hineingerisseu  werden  können.  „Hat  das  Wasser  einige  Minuten 
gekocht,  so  lässt  man  es  auf  60  bis  50"  erkalten  und  giesst 
durch  das  Trichterröhrchen  a  von  Zeit  zu  Zeit  in  kleinen  Portionen 
gut  ausgekochte  etwa  30  bis  40  ^  ige  Schwefelsäure  ein,  Avodurch 
ein  gleichmässiger,  rascher  und  viele  Stunden  andauernder  Strom 
von  Wasserstoffgas  erzeugt  wird.  Jetzt  werden  einige  frisch  aus- 
krystallisirte  Krystalle  von  Ferrocyankalium  in  ausgekochtem  Wasser 
gelöst  und  einige  Cubikcentimeter  davon  durch  das  Trichterröhrchen 
b  in  das  Kölbchen  B  hineingegossen.    Während  Wasserstoff  etwa 


1)  Die  Anaerobiosefragc.    Archiv  f.  d.  gcs.  Pliysiologie,  Bd.  XXXIII,  1S83 
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eine  Viertelstunde  lang  durch  die  Ferrocyaulvaliumlösung  streicht, 
wird  der  Kolben  C  mit  der  (sterilisirten)  Nährlösung  7A1  etwa  2/3 
des  Inhalts  gefüllt  und  sodann  das  Kölbchen  B  bei  b  zugeschmolzen. 
Jetzt  wird  die  Flüssigkeit  in  dem  Kolben  C  10  bis  15  Minuten 
lang  im  Sieden  erhalten,  hierauf  die  Flamme  entfernt  und  noch, 
während  die  Flüssigkeit  kocht,  das  Ableitungsrohr  e  mittelst  des  in 
dem  Gefässe  E  befindlichen  Quecksilbers  abgesperrt."  Das  Queck- 
silber ist  mit  einer  Schicht  von  alkalischer  Pyrogallollösung  und 
diese  mit  einer  Schicht  Oel  oder  anderer  in  Wasser  unlöslichen 
Flüssigkeit  bedeckt.  Das  Trichterröhrchen  c  wird  nun  mit  einem 
Wachspfropf  verschlossen,  damit  das  Wasserstoffgas  durch  den 
Quecksilberverschluss  in  E  entweicht  und  so  alle  Luft  aus  diesem 
Theile  des  Apparates  verdrängt.  Wenn  die  Nährlösung  in  C  auf 
ca.  30"  abgekühlt  ist,  lüftet  man  den  Wachspfropf  und  inficirt  die 
Nährlösung  mit  einigen  Tropfen  des  zu  prüfenden  Bakteriengemischs 
oder  der  in  sterilisirtem  Wasser  suspendirten  Keinkultur,  trocknet 
den  Hals  bei  c  mit  Löschpapier  und  schmilzt  zu.  Um  auch  das 
Köhrchen  a  mit  Wasserstoffgas  zu  füllen,  bringt  man  in  dasselbe 
etwas  Eisendraht  und  schmilzt  auch  dieses  Eöhrchen  bei  a  zu.  Jetzt 
ist  im  ganzen  Apparate  die  Luft  durch  Wasserstoffgas  ersetzt.  „  Auf 
diese  Weise  geschieht  die  ganze  Beschickung  des  Apparates  im 
Wasserstoffstrome  und  die  Ent Wickelung  des  Gases  dauert  noch 
einige  Stunden  nachdem  alle  Bingussröhrchen  zugeschmolzen  sind. 
Durch  Neigimg  des  Apparates  wird  dann  etwas  von  der  Eisenoxydul- 
lösung aus  A  in  B  hineingegossen.  Der  jetzt  entstandene  Nieder- 
schlag von  FerrofeiTOcyanür  (Fcg  [Fe  Cyg])  ist  vollkommen  weiss  und 
ändert  auch  nach  längerem  Stehen  seine  Farbe  nicht." 

Da  die  Frage  der  Anaerobiose  noch  keineswegs  nach  allen 
Eichtungen  hin  erledigt  ist,  kann  zum  Anhalt  über  die  Richtung 
der  Forschung  dienen,  dass,  während  Pasten r,  Neucki  und  die 
meisten  Forscher  die  Anaerobiose  als  erwiesene  Thatsache  ansehen, 
Gunning  dieselbe  ganz  leugnet  und  als  Phantasie  bezeichnet.  Es 
ist  bei  den  Versuchen  deshalb  in  erster  Linie  erforderlich,  dass 
•nicht  einfache  Hydrobiose  als  Anaerobiose  angesehen  wird,  sondern 
besondere  Versuche  ad  hoc  unternommen  werden.  Wenn  die  Ana- 
erobiose erwiesen  ist,  ist  zu  ermitteln,  ob  dieselbe  die  Ursache  der 
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Zersetzung  ist  (Fast cur)  oder  ob  dieselbe  für  deu  Verlauf  der 
Zersetzung  eine  mehr  nebeusäcliliche  Bedeutung  hat,  wie  mir  die 
ganze  Frage  unter  Anerkennung  der  Möglichkeit  der  Auaerobiose 
zu  liegen  scheint. 

B.  Parasitische  Bakterien. 

Durch  die  üebertraguugen  von  Reinkulturen  auf  empfängliche 
Thiere  (cfr.  Infectionsmethode  S,  98)  wird  direct  der  Nachweis  ge- 
führt, dass  die  bei  einem  Kraukheitsprocesse  vorkommenden  Mikro- 
organismen wirklich  die  conditio  sine  qua  non  der  betreffenden  In- 
fectionskrankheit  sind.  Die  indirecten  Methoden  zur  Erforschung 
der  Aetiologie,  auch  die  experimentell  arbeitende  localistische  For- 
schung, kommen  alle  nur  bis  zu  diesem  Punkte.  Hier  ist  vorläufig 
ihren  Methoden  ein  Ziel  gesetzt.  Auch  die  mit  grossen  Zahlen 
arbeitende  Statistik  muss  hier  Halt  machen,  ganz  abgesehen  davon, 
dass  bei  der  Verwerthung  auch  grosser  Zahlen  der  Werth  der 
Schlüsse  sehr  davon  abhängt  wie  die  Zahlen  gewonnen  wurden,  so 
dass  dasselbe  Zahlenmaterial  wiederholt  schon  mit  derselben  Ent- 
schiedenheit bald  für  Grundwassertheorie  bald  für  Trinkwassertheorie, 
bald  zur  Erklärung  einer  Krankheit  als  contagiöser  Natur  bald  als 
Bodenkrankheit  herangezogen  worden  ist. 

Es  würde  nichts  Verkehrteres  geben  als  die  Bedeutung  der  auf 
das  Studium  der  Hilfsursachen  gerichteten  ätiologischen  Forschimg, 
welche  gerade  für  das  praktische  Handeln  bei  Versagen  anderer 
Angriffspunkte  oft  brauchbare  Anhaltspunkte  giebt,  herabzusetzen. 
Aber  ebenso  um-ichtig  ist  es  die  Ergebnisse  dieser  Richtung  als 
die  allein  maassgebenden  hinzustellen  und  das  Thierexperiment  als 
nichts  beweisend  für  die  natürliche  Art  der  Tnfection  anzusehen. 
Es  dürfte  gut  sein,  wenn  man  sich  auch  hin  und  wieder  einmal  der 
oft  recht  grossen  Schwächen  der  Methoden  erinnert,  mit  denen  die 
indirecte  Forschung  in  der  Aetiologie  arbeiten  muss,  bei  denen  die 

1)  Mittheilungen  aus  dem  Kaiserlichen  Gesundheit.-jamte.  Bd.  II..  18S4, 
S.  345,  und  Ueber  die  Zersetzungen  der  Milch  und  die  biologischen  Grundlagen 
der  Gährung.sphysiologie.   Deutsche  med.  Wochenschrift  1883,  No.  48  bis  50. 
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Sicherheit  der  daraus  gezogenen  Schlüsse  oft  recht  grell  contrastirt 
mit  der  Unsicherheit  des  ßeohachtungsmaterials, 

.  Aber  auch  bei  den  Thierexperimenten  hat  man  sich  vor  Ein- 
seitigkeiten zu  hüten.  Der  Experimentator,  welcher  im  Besitze 
empfänglicher  Thiere  das  Experiment  vollständig  beherrscht,  verfällt 
leicht  in  den  Fehler  zu  einseitig  contagionistisch  zu  denken  und  aus 
seinen  directen  Erfolgen  für  den  natürlichen  Infectionsmodus  zu  viel 
zu  schliessen. 

Die  Aufgabe  des  Thierexperimentes  ist  aber  in  Wirklichkeit 
eine  zweifache,  wobei  allerdings  eine  strenge  Scheidung  kaum  durch- 
führbar ist.  Einmal  ist  überhaupt  durch  directe  Ueber- 
tragungsversuche  zu  ermitteln  ob  eine  Bakterienart 
pathogen  ist  oder  nicht,  ob  sie  die  ürsache  einer 
Krankheit  oder  ein  zufälliger  Begleiter  ist.  Durch 
diese  Versuche  ist  gleichzeitig  zu  ermitteln  ob  die  Bakterien  bei  der 
künstlichen  Infection  sich  ebenso  wie  bei  der  spontanen  Erkrankung 
im  Körper  in  einer  Verbreitung  und  Anordnung  vorfinden,  welche 
alle  klinischen  Symptome  und  pathologischen  Befunde  zwanglos  er- 
klärt. Zweitens  ist  zu  versuchen  den  Modus  der  In- 
section  möglichst  zu  erreichen,  den  wir  aus  klinischen, 
pathologisch-anatomischen  und  allgemein  epidemio- 
logischen Ermittelungen  als  den  Modus  der  natürlichen 
Infection  bei  spontanem  Eintritt  einer  epidemischen 
Krankheit  annehmen.  Man  kann  folgende  Methoden  ziu-  In- 
fection anwenden. 

Die  Inhalationsversuche 

stellt  man  derart  an,  dass  man  die  Thiere  in  einen  geräumigen 
Kasten  bringt,  dessen  Luft  Organismen  beigemengt  worden.  Dies 
geschieht  durch  einen  Dampfzerstäubungs-Apparat,  oder  weniger  be- 
quem durch  einen  Hand-Spray.  Man  lässt  entweder  den  Apparat 
kürzere  Zeit,  20  Minuten  bis  1  Stunde,  wirken  und  verwendet  dann 
eine  stärkere  Suspension  von  Reinkulturen  in  sterilisirtem  Wasser, 
oder  man  lässt  die  Zerstäubung  länger  andauern  und  vertheilt  dann 
die  Bakterien  in  entsprechend  grösseren  Wassermengen. 
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Da  bei  der  natürlichen  Infectiou  durcli  die  Athniung  die  Dauer- 
keime wahrscheinlich  eine  grosse  Rolle  spielen,  wird  hierauf  in  den 
Experimenten  Rücksicht  zu  nehmen  sein,  und  manche  der  DiflereuijeD 
über  Erfolg  und  Nichterfolg  bei  der  Inhalationstuberkulose 
durch  tuberkulöseSputa  sind  wohl  hierauf  mit  zurückzuführen. 
Nach  Veraguth^)  verreibt  man  10  gr  eitriges  tuberkulöses  Sputum 
mit  der  50  fachen  Menge  Wasser,  filtrirt  diese  Suspension  zur  Ent- 
fernung von  Beimengungen,  welche  an  und  für  sich  eine  mechanische 
oder  chemische  Reizung  des  Lungengewebes  verursachen  könnten, 
durch  zwei  dichte  Flannelllappen  oder  nach  Weichselbaum^) 
durch  entfettete  Baumwolle. 

Bei  Inhalation  durch  Tracheal fisteln  ist  auf  die  Möglich- 
keit der  gleichzeitigen  Infection  von  der  Wunde  aus  zu  achten. 

Will  man  sehen,  welche  Wirkungen  Bakterien  ausüben,  welche 
auf  irgend  eine  Weise  in  die  Trachea  gelangt  sind,  so  kann  man 
nach  Küssner 3)  unter  antiseptischen  Cautelen  die  Trachea  durch 
einen  kleinen  Schnitt  freilegen  und  das  Material  durch  eine  feine 
Oefluung  mittelst  einer  Spritze  in  die  Trachea  bringen. 

Aufiiahme  mit  der  Nahrtmg;  Fütterungsversuclie. 

Bei  der  künstlichen  Infection  durch  Fütterung  muss  man  aus- 
schliessen,  dass  durch  rauhes,  stachliges  Futter  möglicherweise  Ver- 
letzungen der  Schleimhäute  eintreten  können.  Eine  Infection  von 
einer  derartigen  verletzten  Stelle  aus  ist  als  eine  Wundinfection  in 
ihrem  ganzen  Effecte  sowohl  als  in  der  Bedeutung  für  die  Aetiologie 
des  spontanen  Entstehens  anders  aufzufassen  als  die  Aufnahme 
von  Inf ection sm aterial  durch  die  Nahrung  ohne  Ver- 
letzung der  Schleimhäute. 

Nach  Koch,  Gaffky,  Löffler-^)  erreicht  man,  wenigstens 
bei  grösserrn  Thieren,  den  Zweck  am  sichersten,  wenn  man  von 
kleinen  frischen  Kartoflelwürfeln  eine  dünne  Schicht  so  weit  ab- 

 •  . 

1)  Experimentelle  Untersuchungen  über  Inhalations-Tuberkulose.  Arch.  f. 
experim.  Pathologie  1883,  Bd.  17. 

2)  Wiener  med.  Jahrbücher  1883. 


3)  Beitrag  zur  Impftuberkulose.  Deutsche  med.  Wochenschrift  1SS3,  Nr.  30. 
Mittheilungen  aus  dem  Kaiscrl.  Gesuudlu'itsanite  1S84,  Bd.  II,  S.  1G6. 
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spaltet,  dass  man  sie  deckelartig  aufklappen  kann.  Dann  höhlt  man 
das  Innere  aus  und  füllt  es  mit  dem  rein  kultivirten  ßakterien- 
material,  klappt  den  Deckel  zu  und  bringt  das  präparirte  Kartoffel- 
stück  auf  die  hintere  Parthie  der  Zunge,  so  dass  es  ungekaut  ver- 
schluckt werden  muss.  Kleine  Würfel  von  hartgekochtem  Eiweiss  etc. 
kann  man  ebenso  präpariren.  Das  Bakterienmaterial  kommt  dann 
bei  Ausschluss  jeder  Verletzung  der  Schleimhäute  in  den  Magen. 
Die  bisherigen  Versuche  lehren,  dass  frische,  sporenfreie  Bakterien 
in  der  Regel  durch  die  Säure  des  Magensaftes  vernichtet  werden 
und  nicht  inficiren.  Man  muss  deshalb  die  Versuche  mit  sporen- 
fi-eiem  und  sporenhaltigem  Material  anstellen. 

Da  bei  Magen-Darmkatarrhen  eine  Infection  leichter  einzutreten 
scheint,  zum  mindesten  nach  den  Versuchen  eine  Begünstigung  der 
Infection  durch  alle  die  Momente  erwartet  werden  kann,  welche 
der  Säurebildung  im  Magen  direct  oder  indirect  entgegenwirken, 
kann  man  versuchen  bei  Bakterien,  welche  keine  Sporen  bilden,  der 
hemmenden  Wirkung  des  Magensaftes  dadurch  zu  begegnen,  dass  man 
vor  dem  Verfüttern  des  bakterienhaltigen  Materials  durch  Drastica 
künstlich  Magen-Darmkatarrh  erregt  oder  dass  man  nach  Nicati 
und  Rietsch^)  die  Bakterien  direct  in  das  Duodenum  injicirt.  Diese 
Operation  wird  unter  antiseptischen  Cautelen  mit  sterilisirten  und 
wieder  abgekühlten  Instrumenten,  mit  im  Dampfe  sterilisirter  Watte 
und  Seide  ausgeführt.  Das  aufgebundene  Thier  wird  mit  einem 
Bogen  durch  Dampf  sterilisirten  Gummipapiers  bedeckt,  welches  nur 
über  der  Operationsstelle  eine  Oeffnung  hat.  Die  in  dieser  Oeffnung 
zu  Tage  liegende,  in  genügender  Ausdehnung  von  den  Haaren  be- 
fi-eite  und  abgeseifte  Bauchhaut  wird  mit  1  %  Sublimatlösung  gründ- 
lich abgewaschen,  dann  wird  das  Sublimat  dm'ch  sterilisirtes  Wasser 
wieder  entfernt.  Der  Schnitt  wird  in  der  linea  alba  etwas  unter- 
halb des  proc.  xiphoideus  angelegt.  Nach  Eröffnung  des  Peri- 
toneum findet  man  schnell  das  Pylorusende  des  Magens,  verfolgt 
dasselbe  dem  Netze  entlang  bis  zum  Duodenum.  Dieses  wird  dann 
mit  Pincette  fixirt  und  in  der  Längsrichtung  desselben  die  von  Koch 

1)  Semaine  med.  1884,  No.  38.  Vergl.  auch  Dcneke,  deutsche  med. 
Wochenschrift  1885,  No.  3. 
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modificirte,  sterilisirte  Pravaz'sche  Spritze  eingestochen  und  der 
Inhalt  so  injicirt,  dass  nichts  in  die  Baiichhölile  gelangt,  lieber  die 
Herrichtung  der  Spritze  cCr.  subcutane  Injection.  Dann  wird  das 
Duodenum  in  die  Bauchhöhle  reponirt,  die  Wunde  durch  dichte  Nähte 
vereinigt  und  Jodoform  eingestreut.  Ein  weiterer  Verband  ist  über- 
flüssig. 

Da  eine  Infection  nicht  nur  durch  die  mit  der  festen  Nahrung 
aufgenommenen  Bakterien  möglich  ist,  sondern  auch  durch  die  flüs- 
sige Nahrung,  wie  Wasser,  Milch,  so  wird  man  in  manchen 
Fällen  die  Reinkulturen  besser  in  sterilisirtes  Wasser  oder  Milch 
einbringen,  die  als  Getränk  dienen. 

Experimentell  besser  beherrschbar  als  die  Aufnahme  durch  Ath- 
mung  und  Nährung  ist  die  Infection  durch  Verletzungen,  welche 
strenggenommen  nur  für  die  eigentlichen  Wundinfectionsk rank- 
heiten verwerthet  werden  sollte.  Diese  Methoden  haben  sich  wegen 
der  Sicherheit  und  Brauchbarkeit  zur  Entscheidung  vieler  patholo- 
gischer Fragen  ganz  allgemein  Eingang  verschafft  selbst  dort,  wo 
durch  dieselben  der  Modus  der  spontanen  Infection  nicht  genau  nach- 
geahmt wird. 

Die  cutane  Impfung 

besteht  in  einer  Verletzung  der  Oberhaut  ohne  Ver- 
letzung des  subcutanen  Gewebes,  mit  nachträglicher 
oder  gleichzeitiger  Application  des  Infectionsstoffes. 
Man  bringt  mit  einem  sterilisirten  Messer  eine  leichte  Verletzung 
der  vorher  von  den  Haaren  entblössten  Oberhaut  an  und  streicht 
in  diese  flache  Wimde  mit  einem  Messer  oder  Platindraht  eine  Spur 
der  Reinkultur  oder  der  bakterienhaltigen  Flüssigkeit  ein.  Statt 
dieses  Operirens  in  zwei  Zeiten  kann  man  auch  das  Messer  erst  in 
die  Reinkultur  tauchen  und  den  Schnitt  gleich  mit  dem  inficirten 
Messer  machen. 

Man  wählt  solche  Stellen,  an  welchen  die  Thiere  die  Wunde 
nicht  lecken  können  und  welche  ausserdem  gestatten,  den  Process 
möglichst  sichtbar  zu  verfolgen.  Hierzu  eignet  sich  vorzüglich  das 
Ohr,  Man  macht  au  der  inneren  Fläche  nicht  weit  von  der  Spitze 
oder  an  der  vorderen  Wurzel  in  die  freie  den  Knorpclrand  begren- 
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zende  Haut  einen  nur  wenige  Millimeter  tiefen,  nicht  blutenden 
Schnitt.  Bei  Mäusen  gelingt  fast  nur  an  der  Ohrwurzel  und  auch 
da  noch  schwer  genug  eine  rein  ciitane  Verletzung. 

Auch  die  Impfungen  der  durchsichtigen  Hornhaut,  welche 
von  Nassiloff^)  und  Eberth^)  eingeführt  wurden,  kann  man 
hierher  rechnen.  Man  macht  vom  Hornhautrande  her  einen  flachen 
Einstich  in  die  Hornhaut,  von  dem  aus  die  Bakterien  in  die  Horn- 
haut in  der  sternartigen  Form  der  sogenannten  Pilzfigur  hinein- 
wuchern. 

Auseinanderzuhalten  von  der  ächten  cutanen  Impfung  ist  die 

subcutane  Application 

der  Bakterien.  Man  schneidet  an  einer  von  Haaren  befreiten,  gegen 
Lecken  sicheren  Stelle  eine  mit  der  Pincette  erhobene  Hautfalte  am 
Grunde  ein  und  bildet  mit  stumpfer  Sonde  oder  dem  Messer  eine 
Hauttasche.  In  diese  Hauttasche  streicht  man  mit  sterilisirtem 
Messer  oder  Platinnadel  von  der  Reinkultur  ein  und  drückt  dann  die 
Haut  wieder  fest  an.  Bei  Mäusen  operirt  man  nach  Koch^).  am 
bequemsten  derart,  dass  man  die  in  einem  grossen  verdeckten  Glas- 
cylinder  sitzende  Maus  mit  einer  langen  Pincette  am  Schwänze  fasst 
und  den  letzteren  aus  einem  schmalen,  für  die  Maus  selbst  nicht 
passirbaren  Spalt  zwischen  Deckel  und  Glasrande  soweit  hervorzieht, 
dass  man  ihn  mit  der  linken  Hand  gut  fassen  kann.  Dann  macht 
man  mit  der  Scheere  in  die  verschiebbare  Haut  an  der  Schwanz- 
wurzel einen  flachen,  quer  verlaufenden  Einschnitt,  in  den  man  mit 
einem  Messer  eine  Spur  der  Reinkultur  einstreicht. 

Zur  subcutanen  Injection  dient  eine  von  Koch^)  ange- 
gebene, modificirte  P  r  a  v  a  z '  sehe  Spritze,  welche  durch  Hitze  siclier 
sterilisii-t  werden  kann  und  deshalb  ohne  Kautschuk  hergestellt  ist. 
Die  Metallfassung  ist  mit  dem  Glascylinder  durch  ein  in  das  Glas 
eingeschliffenes  Schraubengewinde  verbunden  und  diese  Verbindung 

1)  Vlrchow's  Archiv  Bd.  50,  S.  550. 

2)  Bakterische  Mykosen  1872. 

8)  Die  Aetiologie  der  Milzhrandkrankheit.    Beiträge  zur  Biologie  der 
Pflanzen  II.  Bd.,  2.  Heft,  1876,  S.  279. 
*)  Mittheilungen  I.  1881,  S.  17. 
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wird  dicht  geinaclit  durch  ein  kleines  Korkplättclien,  Avelches  öfters 
erneuert  wird.  Der  Stempel  der  Spritze  wird  mit  Watte  und  Seiden- 
faden  jedesmal  frisch  umwickelt,  bis  er  fest  schliesst.  Die  so  her- 
gorichtete  Spritze  wird  2  Stunden  bei  150  bis  160"  im  Trockeu- 
schranke  gehalten  und  gegen  Staub  geschützt  abgekühlt.  Vor  dem 
Gebrauche  wird  der  Stempel  durch  friscli  sterilisirtes  destillirtes 
Wasser  angefeuchtet.  Zum  Injiciren  dienen  frisch  hergestellte  Sus- 
pensionen der  rein  kultivirten  Bakterien  in  sterilisirtem  Wasser. 

Vou  Wichtigkeit  kann  auch  das  Einbringen  von  Bakterien  in 
die  vordere  Augenkammer  werden,  besonders  bei  Arten,  welche 
so  langsam  wachsen,  dass  die  ersten  sichtbaren  Effecte  in  der  Iris 
sich  einstellen,  wenn  alle  Entzündungserscheinungen  schon  beseitigt 
sind.  Cohuheim  und  Salomonsen^)  führten  diese  Methode  für 
die  Tuberkulose  ein.  Die  Technik  ist  dieselbe  wie  bei  der  Iridecto- 
mie.  Die  linke  Hand  fasst  mit  einer  Eixirpincette  eine  Falte  der 
Conjunctiva  und  dreht  mit  derselben  den  Augapfel  zur  Seite.  Die 
andere  Hand  sticht  das  schief  nach  Innen  gerichtete  Lanzenmesser 
dicht  am  Kande  der  Hornhaut  ein.  Sobald  die  Spitze  in  der  vor- 
deren Kammer  angelangt  ist  senkt  man  den  Stiel  so,  dass  die  Spitze 
gegen  die  Hornhaut  gerichtet  ist.  In  dieser  Weise  muss  auch  das 
Messer,  sobald  der  Schnitt  genügend  gross  ist,  zurückgezogen  wer- 
den, damit  nicht  wegen  des  abfiiessenden  Kammerwassers  die  nach 
vorn  dringende  Iris  und  Linse  verletzt  werden.  Eeinkulturen  kann 
man  mit  der  Spitze  einführen,  während  man  kleine  Partikel  bakterien- 
haltigen  Materials  mit  einer  Irispincette  einbringt. 

Ziir  directen  Injection  in  die  Blutbahn 

wird  das  Gefäss  (meist  v.  jugularis  oder  cruralis)  unter  autiseptischen 
Cautelen  blosgelegt  und  die  Canäle  der  Koch 'sehen  Spritze  einge- 
bunden wie  die  Haarröhrchen  nach  Salomonsen  S.-97,  aber  so, 
dass  möglichst  wenig.  Blut  ausfliesst.  Die  Unterbindung  des  ver- 
letzten Gefässes  erfolgt  in  der  gewöhnlichen  Weise  der  Chirurgie, 
ebenso  die  Schliessung  der  Hautwunde. 

1)  Sitzungsl)erichte  der  Schlesisclien  Gesellschaft  für  vaterländische  Cultur 
vom  13.  Juli  1877  und  Salomonsen:  Om  Indpodningr  af  Tuberkulose,  särligt 
i  Kaninens  Iris.   Nordiskt  Medicinskt  Arkiv  1879,  Bd.  XI.  No.  12  u.  19. 
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Will  oder  kann  man  keine  üebertraguugen  mit  ßeinkiiltiiren 
machen,  sondern  will  man  von  Thier  zu  Thier  impfen,  so  bleibt  die 
Technik  dieselbe,  nur  hat  man  bei  der  Entnahme  des  Materials  so 
sorgfältig  zu  verfahren,  als  wollte  man  es  zur  Herstellung  von  Blut- 
serum-Keinkultureu  benutzen. 

Wenn  die  malignen  Eigenschaften  einer  reinkultivirten  Bak- 
terienart festgestellt  sind,  ist  es  wünschenswerth  annäherend  die 
Minimalzahl  der  Bakterien  zu  kennen,  welche  eben  zur  sicheren  In- 
fection  ausreichen.  Oder  bei  nachgewiesener  Virulenz  einer  infectiöscn 
Flüssigkeit,  des  Blutes  z.  B.,  ist  es  es  Avünschenswerth  zu  wissen, 
in  welchem  Grade  der  Verdünnung  eine  bestimmte  Zahl  Tropfen 
noch  sicher  inficirt.  Aus  derartigen  Versuchen  kann  man  fast  un- 
mittelbare Schlüsse  für  den  Modus  der  natürlichen  Infection  ziehen. 
Bis  jetzt  liegen  nach  dieser  Eichtung  nur  ganz  allgemeine  Anhalts- 
punkte vor,  welche  nach  Koch  ergeben,  dass  die  unbedingt  zur  In- 
fection erforderliche  minimale  Zahl  der  Bakterien  bei  verschiedenen 
Infectionskrankheiteu  schwankt  und  dass  dieses  Minimum  in  Be- 
ziehungen zur  Körpergrösse  der  Thiere  steht.  Nur  für  eine  Form 
der  Septikaemie  ist  diesem  Postulate  durch  Davaine^),  Koch  2) 
und  G  a  f  f  k  y  ^)  eingehend  Kechnung  getragen. 

Für  die  Pflanzenpathologie  haben  die  Bakterien  bis  jetzt  nur 
wenig  Bedeutung  gewonnen,  vielleicht  wegen  der  meist  sauren  ße- 
action  der  Pflanzengewebe.  Eeinke  und  Berthold-^)  gelang  es, 
mit  bakterienhaltiger  Flüssigkeit  aus  einer  nassfaulen  Kartofi"el  ge- 
sunde Kartoffeln  zu  inficiren.  Da  die  intacte  Korkschicht  einer  ge- 
sunden Kartoffel  vor  der  Infection  schützt,  muss  man  die  Korkschicht 
durchtrennen.  Man  schneidet  zu  diesem  Zwecke  eine  dreiseitige 
Pyramide  mit  scharfem  Messer  aus,  bringt  in  diese  Wunde  ein 
Tröpfchen  der  Flüssigkeit  oder  eine  Spur  der  Eeinkultur  und  setzt 


1)  Bulletin  de  l'Academie  de  medecine,  Sitzung  vom  17.  Sept.  1872. 

2)  Untersuchungen  über  die  Aetiologie  der  Wundinfectionskrankheiten  1878. 

8)  Experimentell  erzeugte  Scpticaeniie  mit  Eücksicht  auf  progressive  Viru- 
lenz und  accomodative  Züchtung.  Mittheilungen  a.  d.  Kais.  Gesundheitsamte 
Bd.  I,  1881,  S.  50. 

Unters,  aus  dem  botan.  Lahorat.  in  Göttingen,  Heft  I. 
Hueppe,  Bakterien-Forschung. 
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das  herausgcschuittono  Stück  wieder  ein.  Die  geimpften  Knollen 
kommen  dann  in  eine  feuchte  Kammer.  Nach  Wakker')  ist  die 
in  Holland  beobachtete  sog.  gelbe  Krankheit  der  Hyacinthe  durch 
Bakterien  bedingt,  welche  als  gelbe  schleimige  Masse  in  den  Ge- 
iassen  der  Zwiebeln  und  in  den  Gefässen  und  dem  Parenchym  der 
Blätter  sich  finden.  Der  directe  Nachweis,  dass  diese  beobachteten 
Bakterien  die  Ursache  der  Krankheit  sind,  würde  noch  durch  Ueber- 
tragung  auf  gesunde  Pflanzen  zu  bringen  sein. 


1)  Botan.  Centraiblatt  Bd.  14,  S.  315. 


V.  Allgemeiue  biologische  Aufgaben. 


Nachdem  durch  Uebertragen  der  Nachweis  geliefert  ist,  dass 
die  bei  einer  Zersetzung  oder  Krankheit  beobachteten  Bakterien  die 
Ursache  dieser  Vorgänge  sind,  muss  ermittelt  werden  ob  eine  sapro- 
phytische  Art  mir  diese  eine  Zersetzung  oder  Fermentation  ausübt, 
oder  ob  sie  in  andern  Medien  anders  wirkt;  so  verursachen  z,  B.  die 
Buttersäurebacillen  in  Saccharaten  Buttersäuregährung,  während  sie 
aus  Glycerin,  nach  Titz,  Propylalkohol  als  Haiiptproduct  bilden. 
Weiter  ist  zu  beachten,  dass  Fermentbakterien  auf  bestimmten  Sub- 
straten characteristische  Pigmente  bilden,  oder  dass  sie  auf  bestimmte 
Thiere  pathogenetisch  wirken  können.  Nach  Brieger  tödten  z.  B. 
bestimmte  Bacillen,  welche  in  Saccharaten  Propionsäuregährung  her- 
vorrufen, Meerschweinchen.  Es  ist  demnach  durch  möglichst 
grosse  Variation  der  Nährsubstrate  und  durch  Ueber- 
tragungenaufverschiedeneThierspecies  zu  ermitteln, 
ob  die  saprophytischen  Bakterien,  und  speciell  die 
Ferment-  und  Pigmentbakterien  nur  eine  einzige  Zer- 
setzung erregen,  oder  ob  sie  in  verschiedenen  Sub- 
straten verschiedene  Zersetzungen  erregen,  ob  sie 
Pigmente  bild en,  oder  ob  sie  auch  parasitischer  Leb ens- 
weise  fähig  sind.^) 

Bei  parasitischen  Bakterien  ist  zu  ermitteln,  ob 
sie  nur  für  die  eine  Thierspecies  maligne  Eigen- 
schaften enthalten,  bei  der  sie  spontan  beobachtet 
wurden,  oder  ob  sie  auch  für  andere  Thiere  pathoge- 
netisch sind.    Die  Beantwortung  dieser  Frage  ist  höchst  wichtig 

1)  cfr.  über  diese  Möglichkeiten:  Fitz,  Berichte  der  deutschen  chemischen 
Gesellschaft  1882,  S.  867,  1884,  S.  1188  und  meine  Angaben  in  der  deutschen 
med.  Wochenschrift  1884,  No.  48  bis  50. 
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zur  Ermittlung-  der  Verbreitungsmöglichkeiten  einer  Infectionskrank- 
heit.  Auch  die  Reinkulturen  der  infectiösen  Bakterien  sind  auf  ver- 
schiedene Substrate  zu  übertragen,  da  sie  möglicherweise  Substrate, 
auf  denen  sie  zu  leben  vermögen,  in  einer  mehr  typischen  Weise 
zersetzen  können.  Die  Bacillen  des  Rotz  und  die  Vibrionen  der 
Cholera  asiatica  z.  B.  bewirken  auf  einzelnen  Substraten  die  Bildung 
eines  braunen  Pigments  und  die  Kokken  der  Osteomyelitis  bewirken 
Milchsäuregährung  und  rufen  ein  gelbes  Pignient  hervor, 

Die  Herstellung  der  Substrate  und  die  Uebertragung  auf  die- 
selben und  auf  Thiere  erfolgt  in  der  früher  angegebenen  Weise. 
Besonders  ist  hierbei  zu  achten,  ob  sich  mit  Aenderung  des  Sub- 
strates die  Form  in  irgend  einer  Weise  ändert  oder  neue  Formen 
auftreten.  Durch  Herstellung  von  Reinkulturen  ist  jedesmal  eine 
sorgfältige  Controle  der  Uebertragungen  zu  machen,  sobald  irgend 
welche  Eigenthümlichkeiten  beobachtet  werden. 

Mit  Hülfe  der  Reinkulturen  ist  zu  ermitteln,  ob  die  Bakterien 
ihren  Stickstoffbedarf  nur  aus  Albuminaten,  ihren  Kohlen- 
stoffbedarf  nur  aus  Zucker  zu  befriedigen  vermögen,  oder  ob  sie 
ihn  einfacheren  Verbindungen  entnehmen  können.  Die  Zusammen- 
setzung solcher  Lösungen  und  die  Variation  derMineralbestand- 
theile  erfolgt  nach  Kap.  III,  S.  71. 

•Vermögen  die  Bakterien  feste  Albuminate,  hart- 
gekochtes Fibrin,  geronnenes  Casein  zu  lösen,  zu  pep- 
tonisiren? 

Durch  Säure  frisch  gefälltes  Casein  wird  bis  zur  Entfernung 
der  sauren  Reaction  mit  destillirtem  Wasser  gewaschen ;  ebenso  wird 
frisch  gewonnenes  Fibrin  gründlich  ausgewaschen.  Am  besten  macht 
man  drei  Parallelversuclie,  indem  man  in  einige  Reagirgläser  nur 
ein  Bröckchen  Casein  oder  eine  Fibrinflocke  resp.  einen  Würfel  Hühner- 
eiweiss  mit  destillirtem  Wasser  bringt;  in  andere  Gläser  kommt  ein 
Zusatz  von  0,1  ^  Fleischextract  und  in  eine  dritte  Reihe  Gläser 
noch  ausserdem  0,5  %  Traubenzucker.    Die  Gläser  werden  erst 

1)  cfr.  über  diese  Möglichkeiten  meine  Angaben  in  der  deutschen  med. 
"Wochenschrift  1884,  No.  48  bis  50. 
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durcli  Dampf  sicher  sterilisirt  und  nach  dem  Abkülilen  geimpft  und 
zum  Tlieil  bei  Zimmer-,  z.  Theil  bei  Brütofentemperatur  gehalten; 
eventuell  ist  auch  auf  Anaerobiose  Kücksicht  zu  nehmen.  Durch 
Impfungen  sterilisirter  Milch  ist  zu  sehen,  ob  Bakterien  das  Casein 
durch  Säurebildung  zur  Gerinnung  bringen,  oder  ob  sie  das  Casein 
labähnlich  ausscheiden  und  das  ausgeschiedene  Casein  lösen. 

Durch  Impfungen  von  Milchzucker-  oder  Eohrzucker- 
lösungen  wird  ermittelt,  dass  Bakterien  Disaccharate  verwerthen, 
wobei  besonders  darauf  zu  achten  ist,  ob  dabei  diese  Disaccharate  erst 
in  die  einfachen  Saccharate  gespalten  werden.  Durch  Uebertragungen 
auf  Stärkelösungen  und  Stärkekleister  wird  erkannt,  dass  die  Bak- 
terien Stärke  lösen  und  in  Zucker  überführen  oder  nicht.  Bei 
diesen  Versuchen  ist  dem  Zucker  resp.  der  Stärke  in  einzelnen  Glä- 
sern nichts,  in  anderen  1  p.  M.  Fleischextract  und  in  einer  dritten 
Keihe  1  p.  M.  Fleischextract  und  0,5  p.  C.  Pepton  zuzusetzen. 

Bei  höheren  Organismen  sind  alle  derartigen  hydrolytischen 
Spaltungen,  wie  sie  dm-ch  Diastase,  Pepsin,  Lab  u.  s.  w.  aus- 
geübt werden,  ziemlich  sicher  zurückzuführen  auf  chemische  Permente, 

Enzyme, 

welche  von  den  dieselben  producireaden  Zellen  getrennt  werden 
können  und  dann  auch  ausserhalb  des  Organismus  Hydratationen^) 
bewirken.  Wenn  durch  Bakterien  derartige  Hydratationen  ausgeübt 
werden,  ist  durch  Versuche  direct  zu  ermitteln,  ob  diese  Processe 
von  den  Bakterien  trennbare,  ächte  Enzymwirkungen  sind,  oder  ob 
dieselben  nicht  von  der  lebenden  Zelle  isolirt  werden  können.  Von 
Krukenberg  wurden  Hydratationen  ohne  trennbare  Enzyme  bei 
niederen  Thieren  sicher  gestellt;  ich  vermochte  die  Hydi'atation  des 
Milchzuckers  durch  die  Milchsäurebacillen  nicht  von  diesen  Bakterien 
zu  trennen  und  eine  neuere  Angabe  von  Hansen  über  directe  alko- 
holische Gährung  von  Kohrzucker  durch  einen  Schimmelpilz  ohne 
Abscheidung  von  Invertin  ist  wohl  in  demselben  Sinne  zu  deuten. 
Es  liegt  nicht  der  geringste  Grund  vor  jede  durch  Bakterien  aus- 

1)  Kühne:  Erfahrungen  und  Bemerkungen  über  Enzyme  und  Fermente. 
Untersuch,  des  physiologischen  Instituts  der  Universität  Heidelberg,  Bd.  I, 
Heft  3,  1877. 
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geübte  Hydratation  oline  weiteres  als  Wirkung  eines  trennbaren, 
isolirbaren,  ächten  Enzyms  aufzufassen,  sondern  es  sind  hierüber  nur 
directe  Versuche  entscheidend.  Die  Einzelheiten  dieses  Nachweises 
gehören  wesentlich  iu  das  Gebiet  der  Chemie,  Der  allgemeine 
Gang  beruht  darauf,  dass  durch  Alkohol  die  Enzyme  mit  den  Albu- 
minaten  niedergerissen  werden ;  dann  werden  dieselben  mit  Glycerin 
oder  Wasser  aufgenommen  und  dadurch  von  den  Albuminaten  ge- 
trennt, und  dies  event.  wiederholt.  Diese  Proceduren  müssen  in 
sterilisirten  Lösungen  gemacht  werden,  welche  mit  Reinkulturen  ge- 
impft waren  und  zu  einer  Zeit,  in  der  noch  keine  Sporen  gebildet 
sind.  Weigert 2)  hatte  schon  früher  gefunden,  dass  Glycerin  für 
diese  Zwecke  bisweilen  im  Stiche  lässt,  und  ich  fand,  dass  Alkohol 
und  Glycerin ")  zur  sicheren  Trennung  der  Enzyme  nicht  immer  aus- 
reichen, besonders  wenn  Sporen  vorhanden  sind. 

Auch  durch^  Filtration  kann  man  versuchen  Enzyme  von  der 
bakterienhaltigen  Flüssigkeit  zu  trennen.  Bei  den  Experimenten 
über  Enzyme  ist  es  unbedingt  nöthig,  durch  controlirende  Reinkul- 
turen, besonders  Plattenkulturen,  zu  ermitteln,  ob  nicht  trotz  aller 
Vorsicht  Bakterien  mit  übertragen  wurden. 

Während  bei  den  parasitischen  Bakterien  im  engeren  Sinne  die 
Uebertragung  selbst,  die  Infection,  geknüpft  ist  an  die  üebertragung 
der  Bakterien,  kann  die  Wirkung  als  solche  vielleicht  trennbar  sein 
dadurch,  dass  diese  Bakterien  isolirbare  Enzyme  oder  basische,  alka- 
loidähuliche  Körper, 

Ptomaine 

bilden,  welche  die  eigentliche  Giftwirkung  ausüben.  Durch  Bildung 
solcher  giftiger  Producte  aus  den  Albuminaten  können  selbst  Fäulniss- 
bakterien Intoxicationeu  ausüben,  ohne  dass  sie  wirkliche  Infections- 
krankheiten  bewirken.  Der  Nachweis  derartiger  Gifte  erfolgt  zum  Theil 
wie  bei  andern  Enzymen,  zum  Theil  deckt  er  sich  mit  dem  Nach- 


1)  cfr.  A.  Mayer:  Die  Lehre  von  den  chemischen  Fermenten  1SS2. 

2)  Ueber  Glycerin  als  Unterscheidungsmittel  geformter  und  ungeformt«r 
Fennente.   Deutsche  med.  Wochenschrift  1877,  No.  40/41. 

8)  Mittheilungen  aus  dem  K.  Gesundheitsamte,  Bd.  II,  1884,  S.  343. 
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weis  der  Alkaloide  nach  dem  Verfahren  von  Stas-Otto^),  zum 
Theil  sind  die  Methoden  noch  .auszuarbeiten,  wie  dies  besonders  von 
Brieger^)  in  der  letzten  Zeit  geschehen  ist. 

Während  ein  grosser  Theil  der  bis  jetzt  betrachteten  biologischen 
Aufgaben  nur  von  dem  chemisch  geschulten  Forscher  gelöst  werden 
kann,  restiren  noch  einige  fundamentale  Aufgaben  wesentlich  experi- 
menteller Art. 

Verhalten  zur  Temperatur. 

Es  ist  ZU  ermitteln,  bei  welcher  niedersten  Temperatur  eine 
reinkultivirte  ßakterienart  anfängt  sich  zu  vermehren,  zu  Colonien 
auszuwachsen.  Man  impft  zu  diesem  Zwecke  am  besten  Gelatine 
in  Keagirgläsern  und  sterilisirte  Lösungen  mit  Keinkulturen  und 
setzt  die  Gläser  wochenlang  in  den  Eisschrank,  dessen  Temperatur 
im  Allgemeinen  nicht  unter  5 "  sinkt  und  8  nicht  übersteigt.  Tem- 
peraturen über  8"  bis  zur  Zimmertemperatur  erreicht  man  am  besten 
in  kühlen  Zimmern,  in  Gefässeu  mit  doppelten  Wandungen,  dmxh 
welche  fortwährend  kaltes  Leitungswasser  circulirt.  Für  Tempera- 
turen über  15  0  bis  zur  Bluttemperatur  können  bei  Einschaltung 
eines  Gasdruckregulators  schon  die  gewöhnlichen  Vegetationskästen 
dienen.  Am  meisten  empfiehlt  sich  für  ganz  genaue  Bestimmungen 
der  Thermostat  nach  d'Arsonval,  Eig.  28.  Derselbe  be- 
steht aus  einem  doppelwandigen  Cylinder  von  starkem  Kupferblech, 
welcher  unten  in  der  doppelwandigen  conischen  Heizfläche  endigt. 
Der  geneigte  Abschluss  des  Cylinders  von  M^  nach  M  gestattet  die 
Beseitigung  aller  Luft  und  vollständige  Füllung  des  ganzen  Mantels  W 
mit  Wasser.  Man  füllt  den  Mantel  mit  destillirtem  oder  Kegen- 
wasser  von  einer  der  gewünschten  annähernd  gleichen  Temperatur 
vollständig  bis  M^,  setzt  dann  die  Steigröhre  S  auf,  in  der  das 
Wasser  eine  bestimmte  Höhe  einnimmt.  Das  durch  einen  Druck- 
regulator von  dem  Druck  in  der  übrigen  Leitung  unabhängige  Gas 
strömt  bei  a  ein,  tritt  durch  die  Oeffnung  in  die  kleine  Kammer 
h,  von  hier  bei  b  wieder  aus  und  gelangt  von  b  durch  eine  Eohr- 

1)  Otto:  Anleitung  zur  Ausmittlung  der  Gifte,  4.  Aufl.,  1884.  —  Lud- 
wig: Medicinische  Chemie  1885. 
Ueber  Ptomaine  1885. 
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Verbindung  nacli  c  und  dann  zu  den  Flammen  d.  Diese  werden 
durch  einen  Mantel  von  Marienglas  gegen  Zug  geschützt  und  können 
als  Stichflammen  nicht  zurückschlagen.  Zwischen  dem  Räume  h  und 
dem  Wassermantel  W  ist  ein  Schlösing'scher  Membran-Regulator 
m-m  eingespannt.  Bei  Temperaturschwankungen  des  im  Wasser- 
mantel W  sich  befindenden  Wassers  macht  sich  die  Zusammenziehung 
oder  Ausdehnung  der  grossen  Wassermenge  in  der  engen  Steigröhre 
durch  relativ  starkos  Fallen  oder  Steigen  bemerkbar.  Dadurch  ändert 
Fig-  28.  sich  aber  der  auf  dem  Wasser  lastende 

Druck  relativ  stark  und  die  Kautschuk- 
membran m— m  wird  entsprechend  bald 
mehr  nach  dem  Wasser  vorgebaucht, 
bald  der  Ausströmungsöffnung  des  Grases, 
a\  fester  aufgedrückt.  Es  strömt  dem- 
entsprechend bald  mehr  Gas  durch  a^  in 
den  Raum  ein,  bald  weniger,  und  in 
Folge  dessen  brennen  die  Flammen  bald 
stärker  resp.  schwächer  bis  die  Tempe- 
ratur wieder  erreicht  ist,  auf  welche  der 
Apparat  eingestellt  war.  Die  Regulirung 
ist  auf  Zehntel  eines  Grades  innerhalb 
mehrerer  Wochen  genau,  wenn  der  Stand 
des-  Wassers  in  der  Steigröhre  täglich 
controlirt  und  durch  Nachfüllen  einiger  Tropfen  destillirten  Wassers 
oder  Wegnahme  einiger  Tropfen  regulirt  wii-d,  wenn  der  Gasdruck 
unabhängig  ist  vom  Gasdruck  der  Hausleitung,  und  der  Raum,  in 
dem  der  Apparat  steht,  eine  gleichmässige  Temperatur  besitzt.  Bei 
grösseren  Temperaturschwankungen  des  Raumes  ist  es  nöthig,  den 
Apparat  noch  mit  einem  Asbestmantel  zu  umgeben. 

Mit  Hülfe  eines  Thermostaten  ist  das  T  e  m  p  e  r  a  t  u  r  -  0  p  t  i  m  u  m 
zu  ermitteln,  d.  h.-  diejenige  Temperatur,  bei  welcher  die  Bakterien 
sich  am  intensivsten  vermehren  und  wirken.  Man  impft  zu  diesem 
Zwecke  Nährgelatine  resp.  Agar-Agar  oder  festes  Blutserum  mit 
den  Reinkulturen  und  ermittelt  die  Zeit,  innerhalb  welcher  deut- 
liche, characteristische  Colonien  sich  bilden.  Dann  impft  man  steri- 
lisirte  Nährlösungen  in  Reagirgläsern    und  Er lenm eye r 'sehen 
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Kölbchen  mit  den  Keinkultiiren  und  ermittelt  dm-ch  von  Zeit  zu 
Zeit  vorgenommene  Prüfungen,  bei  welcher  Temperatur  das  Maximum 
der  Wirkung,  z.  B.  ein  bestimmter  Säuregrad  in  kürzester  Zeit  er- 
reicht wird.  Das  Optimum  der  Temperatur  für  Vermehrung  und  Wir- 
kung schwankt  bisweilen  nur  innerhalb  weniger  Grade,  zeigt  oft  aber 
auch  eine  grosse  Breite.  Jenseits  des  Optimums  folgt  wieder  eine 
Abnahme  der  Wachsthums-  und  der  Wirkungsintensität.  Zur  Er- 
mittlung dieser  Grenze  impft  man  die  Reinkulturen  sowohl  in  feste 
Medien,  als  in  zusagende  Flüssigkeiten.  So  ermittelte  ich  z.  B., 
dass  die  Vermehrung  und  Wirkung  der  Milchsäurebakterien  zwischen 
45,3  und  45,5 «  C.  in  Milch  und  3  bis  4  ^  igen  Zuckerlösungen  aufhört, 
ohne  dass  aber  eine  Tödtung  der  Bakterien  erfolgte.  Diese  Grenze 
bezeichnet  zunächst  nur  eine  Entwicklungshemmung,  eine  Art 
Wärmestarre,  oberhalb  der  erst  die  eigentliche  Vernichtung  der 
Bakterien  erfolgt. 

Nachdem  im  Eebruar  1880  Pasteur  die  Entdeckung  mitge- 
theilt  hatte,  dass  durch  biologische  Eingriffe  die  Mikrokokken  der 
Hühnercholera  in  ihrer  Virulenz  abgeschwächt  werden,  und  dass 
Impfungen  mit  diesen  abgeschwächten  Bakterien  die  Thiere  gegen 
Impfungen  mit  virulentem  Material  schützen,  ermittelte  Toussaint, 
dass  man  virulentes  Milzbrandblut  durch  10  Minuten  langes  Erwärmen 
auf  55 "  oder  durch  Zusatz  von  Carbolsäure  in  seiner  Virulenz  herab- 
setzen kann,  und  Pasteur  fand  bald  darauf,  dass  man  durch  Kul- 
tiviren  der  reinen  Milzbrandbacillen  in  Bouillon  bei  42  bis  43 "  die 
Virulenz  dieser  Bakterien  systematisch  herabzusetzen  vermag.  A. 
Chauveau^)  ermittelte  dann,  dass  bei  52"  15  Minuten,  bei  50" 
20  Minuten,  bei  47  <>  8  bis  4  Stunden,  bei  43 »  etwa  6  und  bei  42° 
fast  20  Tage  zum  selben  Grade  der  Abschwächung  erforderlich  sind, 
dass  aber  die  Sicherheit  und  die  Constanz  der  Abschwächung  um  so 
grösser  ist,  je  niedriger  die  Temperatur  ist.  Koch,  Gaffky  und 
Lö ff  1er 2)  präcisirten  diese  Ermittelungen  noch  genauer  für  die 
Temperaturen  zwischen  42  und  43 ". 

Derartige  feine  Abstufungen  der  Temperatur  sind  nur  mit  einem 

1)  Comptes  vendus.   T.  96,  1883,  No.  9,  10  und  11. 

2)  Mittheilungen  aus  dem  K.  Gesundheitsamte,  Bd.  II,  1884,  S.  147. 
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vorzüglichen  Thermostaten  zu  erreichen.  In  ähnlicher  Weise  ist 
zu  ermitteln,  bei  welchen  unteren  und  oberen  Temperaturen  sich 
Sporen  bilden  und  unter-  und  oberhalb  welchen  Temperaturen 
keine  Sporen  gebildet  werden.  Innerhalb  dieser  Grenzen  ist  das 
Optimum  der  Temperatur  für  die  Sporenbildung  dadurch 
zu  ermitteln,  dass  man  die  Menge  der  Sporen,  die  Regelmässigkeit 
ihrer  Bildung  in  den  Kulturen  beobachtet  und  die  Zeit  feststellt,  zu 
der  sich  die  ersten  Sporen  finden.  Auch  die  zum  Auskeimen  er- 
forderliche Zeit  ist  unter  verschiedenen  Temperaturverhältnissen  zu 
ermitteln. 

Diese  Ermittelungen  über  die  niedrigste  Temperatur,  bei  wel- 
cher eine  Bakterienart  eben  noch  sich  vermehren  kann;  über  die 
Höhe  und  Breite  des  Temperatur- Optimums  imd  über  die  obere 
Temperatur,  bei  welcher  eine  Art  nicht  mehr  wirkt;  ferner  die  Be- 
obachtungen über  die  unteren  und  oberen  Temperaturen,  bei  denen 
keine  Sporenbildung  mehr  eintritt,  imd  die  Ermittelungen  über  das 
Optimum  zur  Sporenbildung  und  die  zur  Sporenauskeimung  erforder- 
liche Temperatur  gestatten  fast  allein  schon  den  Grad  der  Anpassung 
an  die  parasitische  Lebensweise  richtig  zu  beurtheilen. 

Wenn  man  bei  den  Reinkulturen  die  Schwierigkeit  oder  Leichtig- 
keit der  Herstellung  berücksichtigt,  wenn  man  beachtet,  ob  die 
rein  kultivirten  Bakterien  in  Betreff  ihres  Stickstoff-  und  Kohlen- 
stoffbedarfes  wählerisch  sind  oder  nicht,  wenn  man  die  geschilderten 
Temperaturverhältnisse  eingehend  prüft,  dann  wird  die  Reinkultur 
zu  einem  epidemiologischen  Experimente  unter  reinen 
Bedingungen,  Der  Experimentator  kann  sich  dmxh  diese  Er- 
mittelungen gegen  einseitige  contagionistische  Deutungen  des  Thier- 
experimentes ganz  direct  schützen  imd  unbefangen  an  die  Beurtheilung 
der  örtlich-zeitlichen  Hülfsursachen  für  das  Entstehen  von  En-  und 
Epidemien  herantreten. 

Um  die  Temperatur  genauer  festzustellen,  bei  welcher  Spo- 
ren getödtet  werden,  verfährt  man  am  besten  so,  dass  man  ein 
recht  tiefes  Wasserbad  mit  constantem  Niveau  auwendet,  auf  dessen 
Boden  sich  eine  Holzplatte  zum  Schutze  gegen  die  directe  Wirkung 
des  heissen  Bodens  befindet.  Oben  wird  das  Bad  mit  einem  Deckel 
verschlossen,  welcher  zur  Einführung  einiger  verschieden  tief  einzu- 
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senkender  Thermometer  und  zur  Aufnahme  von  Reagirgläsern  mit 
sterilisirter  Nährlösung  mehrere  Oeffnungen  hat.  Das  Wasser  des 
Bades  muss  höher  stehen  als  das  Niveau  der  Flüssigkeit  in  den 
Gläsern,  in  denen  die  Temperatur  etwas  niedriger  bleibt  wie  im 
Wasserbade,  so  dass  die  ermittelten  Zahlen  nicht  genau  den  wirk- 
lich in  den  Gläsern  erreichten  Temperaturen  entsprechen.  Wenn 
der  Temperaturausgleich  angenommen  werden  kann,  nach  ca.  V2 
Stunde,  werden  die  Gläser  unter  schnellem  OelTnen  mit  den  Sporen 
geimpft  und  wiederholt  hin  und  her  bewegt.  Man  lässt  die  Gläser 
bei  verschiedenen  Temperaturen,  z.  B.  Siedetemperatur,  95  90 "  bis 
TO'*  verschieden  lange  Zeit,  bringt  dann  einige  Gläser  in  das 
Temperaturoptimum  der  betreffenden  Art,  um  durch  Auftreten  oder 
Ausbleiben  von  Trübungen  auf  die  Tödtung  zu  schliessen.  Den  In- 
halt anderer  Gläser  kann  man  mit  Gelatine  mischen  und  zu  Platten- 
kulturen verwenden.  Zum  Studium  der  Temperatur  über  100"  be- 
dient man  sich  für  diese  Ermittelungen  am  besten  der  Salz-  oder 
Oelbäder. 

Auch  die  Sporen  können  vor  der  Tödtung  eine  Abschwächung 
erfahren,  was  durch  üebertragungen  auf  zusagende  Lösungen  oder 
Thiere  festzustellen  ist. 

Um  den  Einfluss  t rockner  Hitze  zu  ermitteln,  tränkt  man 
kurze  Stückchen  Seidenfäden  mit  einer  sporenfreien  und  andere  mit 
sporenhaltiger  Bakterienflüssigkeit,  indem  man  die  Fäden  in  eine 
Aufschwemmung  der  entsprechenden  Keinkulturen  in  destillirtem 
Wasser  einlegt,  oder  in  das  frische  bakterienh altige  Blut  oder  den 
Gewebssaft  einbringt.  Dann  trocknet  man  die  Fäden  im  Exsiccator, 
legt  sie  in  Uhrgläser  und  setzt  sie  im  Trockenschranke  verschieden 
hohen  Temperaturen  direct  aus. 

Je  nach  der  Art  der  Einwirkung  der  Temperaturen  kann  sich, 
wie  erwähnt,  eine  einfache  Entwickelungshemmung,  oder 
eine  Abschwächung  der  Virulenz,  oder  endlich  eine  Vernich- 
tung der  Bakterien  bemerkbar  machen. 

Ausser  der  Temperatur  wirken  viele  Mittel,  je  nach  der  Con- 
centration,  entwickeln ugshemmend,  antiseptisch,  oder  ab- 
schwächend,  oder  tödtend,  d e s i n f i c i r e n d. ij  Die  Versuche  über 

1)  Koch:  Ueber  Desinfection.   Mittheilungen  aus  dem  Kaiserlichen  Ge- 
sundheitsamte 1881,  Bd.  I.,  S,  234. 
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Desinfection  mit  Flüssigkeiten 
stellt  man  derart  an,  dass  man  ührgläser,  Krystallisationsschalen  oder 
Reagirgläser  mit  einer  Lösung  des  zu  prüfenden  Mittels  in  verschie- 
denen Concentrationsgradeu  füllt  und  in  einzelne  imprägnirte  Seiden- 
föden  mit,  in  andere  Fäden  ohne  Sporen  einbringt. 

Nach  verschieden  langer  Einwirkung  nimmt  man  die  Fäden  mit 
sterilisirter  Pipette  aus  den  Lösungen,  spült  sie  mit  sterilisirtem 
Wasser  ab  und  bringt  3  bis  4  Fäden  in  zähflüssige,  auf  Object- 
träger  aufgetragene  Nährgelatine  resp.  andere  erprobte  Nähr- 
medien. Zur  Controle  bringt  man  Fäden  in  Gelatine,  welche  gar 
nicht  weiter  behandelt  wurden,  und  andere,  welche  nur  mit  sterili- 
sirtem Wasser  abgespült  waren.  Die  Differenzen  in  der  Zeit  der 
Entwickelung  oder  das  gänzliche  Ausbleiben  kann  man  dann  direct 
beobachten.  Eine  weitere  Controle  ist  erforderlich  dadurch,  dass 
man  Thieren  solche  Seidenfäden  unter  die  Haut  bringt.  Carbolsäure 
tödtete  z.  B.  die  Milzbrandbacillen  in  l^iger  Lösung  in  2  Minuten, 
während  Milzbrandsporen  erst  durch  eine  3^  ige  Lösung  und  erst 
in  7  Tagen  vernichtet  wurden.  Die  Entwickelung  der  Milzbrand- 
sporen wurde  durch  eine  2^  ige  Lösung  in  3  Tagen  gehemmt. 
Chamberland  und  R o u x ^)  ermittelten  den  abschwächenden  Ein- 
fluss  der  Carbolsäm'e,  indem  sie  zu  neutralisirter  Kalbsbouillon, 
welche  mit  Milzbrandbacillen  versetzt  war,  bestimmte  Mengen  des 
Mittels  hinzufügten;  V400  Carbolsäure  hielt  die  Entwickelung  auf 
und  tödtete  die  Bacillen  in  48  Stunden,  ^/goo  tödtete  erst  nach  5 
Monaten,  ^I^qq  tödtete  erst  nach  0  Monaten.  Bei  Veoo  tödteten  die 
Bacillen  nach  12  Tagen  nur  noch  Meerschweinchen  und  Kaninchen 
(u.  Mäuse)  und  waren  nach  29  Tagen  unwirksam.  Zusätze  bis  zu  Vsoo 
hoben  die  Sporenbildung  auf,  welche  erst  bei  V1200  wieder  eintrat. 

Zu  Laboratoriums- Versuchen  über 

die  Desinfection  mit  Gasen 

empfiehlt  sich  folgende  Versuchs anordnung  nach  Fischer  und 
Pros  kauer.  2)    Ein  dickwandiger  Glasballon,  AA,  von  ca.  20  1 

1)  Comptes  rendus,  Bd.  96,  1883,  Nr.  15. 

*)  Ueber  die  Desinfection  mit  Chlor  und  Brom.  Mittheilungen  aus  dem 
Kaiserlichen  Gesundheitsamte  Bd.  II.  1884,  S.  228. 
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Rauminhalt,  wird  mit  einer  starken  Kappe,  aa,  von  vulcanisirtem 
Kautschnk  verschlossen,  deren  Hand  durch  eine  Schnur  straff  au  den 
Flaschenhals  angedrückt  wird.  In  der  Kappe  findet  sich  central  eine 
grössere  und  rings  um  diese  noch  einige  kleinere  Durchbohrungen, 

Fig.  29. 


welche  sämmtlich  mit  Kautschukpfropfen  verschlossen  werden  können. 
Die  mittlere  (5  bis  6  cm  breite)  Durchbohrung  dient  zum  Einführen 
der  Objecte.  Die  Versuchsobjecte  werden,  um  den  Gasen  von  allen 
Seiten  den  Zutritt  zu  gewähren,  in  siebartig  durchlöcherte  Paraffinnäpf- 
chen n  gelegt.  Diese  Näpfchen,  deren  Durchmesser  zur  bequemen 
Einführung  etwas  geringer  ist  als  der  der  Durchbohrung,  werden  an 
einem  Glasstabe,  p  p,  befestigt,  welcher  durch  die  Mitte  ihres  Bodens 
hindurchgeht,  so  dass  mehrere  solcher  Näpfchen  übereinander  ange- 
bracht werden  können.  Durch  schmale  Gummiringe,  r,  wird  ein  Ab- 
gleiten vom  Glasstabe  verhütet.  Der  Glasstab  selbst  sitzt  fest  in 
einem  Kautschukstöpsel,  der  genau  die  grosse  centrale  Oeffnung  ver- 
schliesst.  Das  rechtwinklige,  bis  fast  auf  den  Boden  reichende  Glas- 
rohr, cc,  führt  das  nach  den  Regeln  der  Chemie  im  Apparate  C 
entwickelte  Gas  in  den  Glasballon,  dessen  Temperatur  durch  das 
Thermometer,  t,  gemessen  wird.  Durch  das  dicht  unter  der  Kappe 
endigende  Glasrohr  b  kann  zur  Untersuchung  jederzeit  Gas  entnom- 
men werden,  wenn  man  den  Aspirator  D  in  Thätigkeit  setzt,  mit 
dem  man  abgemessene  Volumina  Luft  entnehmen  kann.  Das  Gas  wird 
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in  B  durch  eine  Absorptionsflüssigkeit  geleitet,  in  der  der  Gehalt 
des  abgesaugten  Lnftvohimens  an  Gas  maassaualytisch  bestimmt  wird. 

Bei  Desinfectionsversiichen  in  Flüssigkeiten  und  Gasen  setzt  man 
das  an  SeidenPadeo  angetrocknete  sporenfreie  und  sporenhaltige  Ma- 
terial frei  der  Einwirkung  dieser  Medien  aus,  um  den  unmittel- 
baren Effect  rein  zu  beobachten.  Zu  anderen  Versuchen  verpackt 
man  das  Material  in  Fliesspapier,  in  ausgehöhlte  Kartoffeln  etc.,  um 
die  natürlichen,  erschwerenden  Bedingungen  nachzuahmen. 

Um  den  Einfluss  des 

Austr  0  cknens 

ZU  studiren,  bringt  man  einen  Tropfen  Kulturflüssigkeit  mit  Bakterien 
auf  ein  Deckglas,  lässt  den  Tropfen,  gegen  Staub  geschützt,  eintrock- 
nen, dann  bringt  man  nach  Stunden  oder  Tagen  und  Wochen  einen 
Tropfen  der  Kulturflüssigkeit  auf  das  eingetrocknete  Präparat  und 
legt  das  Deckglas  mit  dem  hängenden  Tropfen  in  eine  feuchte  Kammer. 
Die  durch  das  Eintrocknen  herbeigeführte  Erschöpfung  des  Nährbodens 
macht  sich  unter  sonst  günstigen  Bedingungen  auf  Milzbrandbacillen 
dadurch  bemerkbar,  dass  dieselben  in  den  Fäden  Sporen  bilden,  welche 
selbst  nach  Monaten  bei  Zusatz  der  Nährlösung  wieder  auskeimen. 
Bei  Choleravibrionen  dagegen  bilden  sich  keine  Sporen,  sondern  es 
tritt  nur  als  Zeichen  der  Erschöpfung  des  Nährbodens  eine  spirillen- 
ähnliche  Fadenbildung,  aber  keine  Sporenbildung  ein ;  dadurch  wirkt 
die  Austrocknung  in  einiger  Zeit  gleichzeitig  tödtend,  so  dass  später  bei 
Zusatz  der  Nährlösung  keine  Bildung  dieser  Bakterien  mehr  eintritt. 

Die  direct  oder  in  ihren  Sporen  abgeschwächten  parasi- 
tischen Bakterien  können  vielleicht  einen  Schutz  gegen 
die  virulenten  Bakterien  verleihen.  Wenn  die  Versuchs- 
thiere  die  Impfung  mit  dem  abgeschwächten  Material  überstanden 
haben,  werden  sie  in  kürzeren  oder  längeren  Intervallen  mit  dem 
virulenten  Materiale  inficirt,  Avobei  die  Technik  selbst  sich  nicht  ändert. 

Die  Einwirkung  starker  Kältegrade  und  hohen  Druckes 
auf  die  Bakterien  ist  nur  mit  besonderen  Apparaten  zu  studiren. 
Bis  jetzt  gehen  die  Angaben  noch  derart  auseinander,  dass  ich  mich 
mit  Andeutung  dieses  Gebietes  begnügen  muss.  Der  Wunsch,  dass 
auch  diese  Seite  der  Metliodik  bald  etwas  besser  bearbeitet  wird, 
ist  begründet  durch  die  Angabe  der  Existenz  aerobiotisoher  Bakterien 
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in  beträchtlicheu  Meerestiefen  und  die  Eesistenz  von  Bakterien  gegen 
entsprechenden  künstlich  hervorgerufenen  Druck  i)  bis  zu  1000  Atm. 
Hierher  gehören  auch  die  Angaben  von  Chauveau  und  Woss- 
nessenski«),  dass  Drucksteigerung  erst  abschwächend  und  bei  ge- 
wisser Höhe  tödtend  auf  Milzbrandbacillen  wirkt.  Während  die 
Eesistenz  vieler  Bakterien  gegen  das  Einfrieren  bei  leichter  Frost- 
temperatur sichergestellt  ist  und  durch  Aussetzen  der  geimpften 
Lösungen  oder  der  Keinkulturen  im  Winter  leicht  (sonst  event.  durch 
Kältemischungen)  geprüft  werden  kann,  schwanken  die  Angaben  über 
die  äussersten  Temperaturen  unter  0"  beträchtlich.  Pictet  und 
Yungä)  geben  als  untere  Grenze  108  Stunden  bei  —  70"  und 
20  Stunden  bei  — 130  an. 

Die  Electricität 

ist  nach  Cohn  und  Mendelsohn*)  in  Torrn  der  physiologisch 
wirksamen  Inductionsströme  auf  Bakterien  in  Flüssigkeiten  ohne  Wir- 
kung. Die  Wirkung  des  constanten  Stromes  auf  die  Vermehrung 
von  Bakterien  in  Nährlösungen  sowohl,  als  auf  die  Entwickelung  von 
Micrococcus  prodigiosus  an  der  Oberfläche  von  Kartoffeln  hing  ab 
von  der  Stromstärke  und  war  zm-ückzuführen  auf  die  electrolytische 
Wirkung  des  Stromes. 

Die  Phospliorescenz 
der  Bakterien  hat  Ludwig^)  versucht,  durch  einen  Mikrospectral- 
apparat  zu  bestimmen,  und  En  gelmann  ^)  fand,  dass  die  Schwärm- 
bewegungen des  bacterium  photometricum  abhängig  sind 

vom  Lichte 

und  dass  im  Sonnenspectrum  die  Ansammlung  der  Zellen  am  stärksten 
im  Ultraroth  ist  und  durch  Grün  oder  Blau  nach  dem  Violett  hin 
immer  mehr  abnimmt. 

1)  Certes,  Comptes  rendus  Bd.  98,  S.  690  und  745,  Bd.  99,  S.  385. 

2)  Comptes  rendus  Bd.  98,  S.  314. 

3)  Comptes  rendus  Bd.  98,  S.  747. 

*)  Beiträge  zur  Biologie.   Bd.  III,  Heft  1,  S.  141. 

5)  Ueber  spectroskopische  Untersuchung  photogener  Pilze.  Zeitschrift  für 
wissenschaftl.  Mikroskopie  1884.   Bd.  I,  S.  181. 

6)  Ärch.  f.  d.  ges.  Physiologie  1883.    Bd.  30,  S.  95. 


VI.  Specielle  liygienische  UiitcrsiicliTingen. 


A.  Boden. 

Diircli  Schlösing  imd  Müntzi)  war  zuerst  experimentell  er- 
wiesen worden,  dass  im  Boden  das  aus  dem  Zerfalle  organischer 
Substanzen  sich  bildende  Ammoniak  durch  die  Thätigkeit 
von  Bakterien  in  Salpetersäure  übergeführt  werden  kann. 
Die  Oxydation  des  Kohlenstoffs  der  organischen  Substanzen  zu 
Kohlensäure  wurde  von  Wollny^)  gleichfalls  experimentell  auf 
Mikroorganismen  zurückgeführt.  Umgekehrt  findet  in  den  Boden- 
schichten mit  Beschränkung  des  Luftzutritts  eine  Eeduction  der 
Nitrate  durch  Bakterien  statt,  wie  Gayen  imd  Dupetit') 
fanden,  wobei  bald  nur  Nitrite,  bisweilen  aber  Stickstoff,  Ammoniak, 
Stickoxydul  sich  bilden.  Diese  Experimente  stellt  man  derart  an, 
dass  man  in  sterilisirte  schwach  alkalische  Nährlösungen  oder  Ab- 
wässer, welche  Ammoniaksalze,  Nitrite  resp,  Nitrate  enthalten,  eine 
Spiu-  Erde  einträgt,  während  man  zm-  Controle  in  andere  Gläser  Erde 
bringt,  welche  dm-ch  mehrstündiges  Erhitzen  bei  150  bis  160^ 
sterilisirt  war.  Zu  den  Reductionen  wendet  mau  die  Versuchsanord- 
nung über  Anaerobiose  an. 

Hierdurch  wurden  die  ersten  positiven  Grundlagen  füi- das  bio- 
logische Verständniss  der  bis  dahin  rein  hypothe- 
tischen Grundwassertheorie  geliefert. 

Der  directe  Nachweis,  dass  im  Boden  aber  auch  patho- 
genetische Organismen,  resp.  deren  Sporen  vorhanden 

1)  Comptes  rendus.  Bd.  LXXVII,  1877,  S.  203  und  353;  Bd.  LXXXIV. 
S.  301;  Bd.  LXXXIX,  S.  891. 

«)  Landw.  Versuchsstationen,  Bd.  XXV,  ISSO,  S.  390. 

3)  Comptes  rendus,  1882,  Bd.  LXXXXV,  S.  G44  und  S.  13G.). 


Boden. 


IGl 


sein  können,  wurde  1881  von  Pasteiir  und  Koch^)  für  die  Ba- 
cillen des  malignen  Oedems  gebracht,  und  Nicolaier^)  kultivirte 
aus  Erde  eine  Bacillenart,  welche  bei  Mäusen,  Kaninchen  und 
Meerschweinchen  tödtlichen,  auf  andere  Thiere  übertragbaren  Tetanus 
hervorrief. 

Solche  Ermittlungen  lassen  ein  genaueres  Studium  der  im  Boden 
vorhandenen  Bakterien  wünschenswerth  erscheinen,  weil  in  demselben 
facultative  Parasiten  bei  genügender  Feuclitigkeit  und  Temperatur 
sämmtliche  Existenzbedingungen  finden,  während  facultative  Saphro- 
phyten  wenigstens  zeitweilig  im  Boden  fortkommen  können.  Die 
obligat  parasitischen  Bakterien  können  wenigstens  in  ihren  Dauer- 
formen im  Boden  conservirt  werden. 

Um  über  die  Anwesenheit  von  Bakterien  oder  entwicklungs- 
fähigen Keimen  derselben  im  Boden  möglichst  umfassenden  Auf- 
schluss  zu  erhalten,  bedient  man  sich  aus  den  früher  dargelegten 
Gründen  am  vortheilhaftesten  der  Gelatineplattenkulturen 
von  Koch,  in  denen  sämmtliche  saprophytischen  Bak- 
terien und  die  bis  jetzt  bekannten  facultativen  Para- 
siten und  facultativen  Saprophyten  sich  bis  zu  iso- 
lirbaren  Colonien  entwickeln  können.  Da  einzelne  der  in 
der  Erde  schon  nachgewiesenen  Organismen,  wie  die  Oedem-  und 
Buttersäurebacillen,  an aerobiotisch  sind,  so  überdeckt  man  ein- 
zelne Gelatineplatten  mit  einer  Glimmerscheibe.  Zu  beachten  ist 
auch,  ob  die  entwickelten  Arten  Sporen  bilden  und  ob  bei  einer 
gewissen  Tiefe  nur  noch  sporenbildende  Bakterien  angetroffen  werden. 
Man  ven-eibt  die  Bodenprobe  in  einer  sterilisirten  ßeibschale  mit 
einem  sterilisirten  Pistill  und  streut  von  dem  feinen  Staube  mit 
einem  sterilisirten  Skalpell  auf  eine  noch  zähflüssige  Gelatine,  welche 
auf  eine  Platte  ausgegossen  ist. 

Man  kann  auch  von  dem  Boden  einige  feine  Partikel  in  die 
noch  im  Keagirglase  befindliche,  verflüssigte  Gelatine  eintragen, 
durch  Schütteln  vertheilen  und  dann  die  so  inficirte  Gelatine  auf 
die  Platte  bringen.  Die  Controle  erfolgt  dadurch,  dass  man  andere, 
sonst  ebenso  behandelte  Platten  in  derselben  Weise  mit  Bodenpar- 

•)  Mittheilungen  aus  dem  Kaiserlichen  Gesundheitsamte,  Bd.  I,  1881,  S.  56. 
TJeber  infectiösen  Tetanus.   Deutsche  med.  Wochenschrift  1884,  No.  52. 

Hucppe,  Bakterien-Forschung,  ii 
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tikelchen  inficirt,  welche  aber  durch  zweistündiges  Erhitzen  auf  150 
bis  160 "  sterilisirt  waren. 

Streng  obligat  parasitische  Bakterien  können  sich 
im  Boden  nur  in  Dauerform  finden  und  man  kann  dieselben  aus 
dem  Boden  wohl  nur  ausnahmsweise  einmal  direct  kultiviren.  In 
der  Regel  bedarf  es  des  Umweges  durch  die  Infections- 
methode,  um  ein  möglichst  reines  Ausgangsmaterial  für  Blut- 
serumkulturen zu  gewinnen.  Man  bringt  von  dem  Boden  in  eine 
oder  mehrere  Hauttaschen  und  inficirt  dann  mit  dem  Eiter,  dem 
Blute  oder  GoAvebssafte  der  erkrankten  Thiere  andere.  Nach  einigen 
Uebertragungen  werden  dann  die  Thiere  in  ihren  Geweben  oder  im 
Blute  Reinkulturen  der  malignen  Art  darstellen  und  man  kann  dann 
in  der  früher  geschilderten  Weise  Blutserumkulturen  anlegen,  wie 
es  auch  von  Nicolaier  mit  Erfolg  geschehen  ist. 

B.  "Wasser. 

Die  chemische  Wasseruntersuchung  kann  allein  keinen  Anhalt 
füi"  den  hygienischen  Werth  oder  TJnwerth  eines  zu  Nutz-  und  Trink- 
wasser bestimmten  Wassers  bieten.  Das  chemisch  reinste  Wasser, 
das  destillirte  Wasser  der  Laboratorien  z.  B.,  enthält  immer  Bak- 
terien und  deren  Keime,  und  umgekehrt  kann  chemisch  ziemlich 
unreines  Wasser  relativ  wenig  Mikroorganismen  enthalten.  Von  den 
chemischen  Stoffen  behält  der  Typus  der  Stadtlaugenstoffe,  das  Chlor- 
natrium, als  Index  der  Verunreinigung  bei  Vergleichen  mit  guten 
Bezugsquellen  immer  seinen  Werth  und  ebenso  die  Nitrite,  weil  sie 
aus  den  vorher  geschilderten  Gründen  einen  Anhalt  dafür  geben, 
dass  das  Wasser  mit  Oertlichkeiten  in  Verbindung  steht,  in  denen 
biologische  Processe  noch  nicht  zur  Ruhe  gekommen  sind,  sei  es 
dass  die  Nitrite  durch  Oxydation  oder  Reduction  entstanden  sind. 
Bei  Emanzipirung  von  den  Grenzzahlen  und  sorgfältiger  Beachtung 
der  localen  Verhältnisse  wird  man  aber  auch  mit  den  übrigen  che- 
mischen Ermittlungen  nach  wie  vor  werthvolle  Aufschlüsse  auch  für 
den  hygienischen  Werth  des  Wassers  erhalten. 

Aber  nicht  nur  die  löslichen  Stoffe  der  biologischen  Processe 
im  Boden  können  sich  dem  Wasser  beimischen,  sondern  auch  die 
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Organismen  selbst.  A  priori  liegt  nicht  die  geringste  Ursache  vor, 
nur  dem  Grundwasser  oder  vielmehr  der  durch  dasselbe  veranlassten 
Dnrchfeuchtung  des  Untergrundes  Wiclitigkeit  für  die  Entstehung  und 
Verbreitung  von  lufoctions-Kranklieiten  beizumessen  und  das  Nutz- 
und  Trinkwasser  für  diese  Vorgänge  als  gleichgültig  hinzustellen. 
Die  Ermittelungen  der  localistischen  Forscliung  haben  für  beide 
Möglichkeiten  Anhaltspunkte  beigebracht. 

Die  directe  mikroskopische  Untersuchung  erfolgt 
sowohl  im  hängenden  Tropfen  als  in  Deckglas-Trockenpräparaten. 
Durch  Kulturversuche  ist  einerseits  die  Zahl  der  ent- 
wicklungsfähigen Keime  festzustellen  und  zweitens 
zu  ermitteln,  ob  sich  unter  denselben  pathogene  Arten 
befinden. 

Das  "Wasser  wird  in  sterilisirten  Gefässen  aufgefangen,  mit 
sterilisirter ,  abgekühlter  Pipette  1  ccm  entnommen  und  in  einem 
Reagirglase  mit  ca.  10  ccm  bei  30"  C.  verflüssigter  10  ^iger  Nähr- 
gelatine gut  gemischt.  Dann  wird  die  Mischung  auf  eine  sterilisirte 
Platte  ausgegossen,  welche  nach  dem  Erstarren  der  Gelatine  in  eine 
feuchte  Glocke  kommt. 

In  diesen  Plattenkulturen  können  die  streng  obligat  parasitischen 
Bakterien  nicht  zur  Entwicklung  kommen.  Es  werden  also  niemals 
zu  viel  Keime  gezählt  werden  können.  Für  die  Hygiene  ist  dies  in- 
sofern gleichgültig,  als  es  sich  bei  der  Anlage  oder  Verbesserung 
von  Wasserleitungen  in  erster  Linie  darum  handelt,  zu  wissen  ob 
das  Wasser  event.  pathogene  Mikroorganismen  führt,  welche  auch 
ausserhalb  des  thierischen  Körpers  existiren  können. 

Ist  das  Wasser  sehr  reich  an  Keimen,  so  muss  es  in  bestimmter 
Weise  mit  10,  50,  100  bis  1000  ccm  sterilisirtem,  destillirtem  Wasser 
verdünnt  werden.  Aus  practischen  Gründen,  um  direct  vergleichbare 
Zahlen  Zugewinnen,  empfiehlt  es  sich  nach  Koch^)  die  Zahl  der 
entwicklungsfähigen  Keime  auf  ein  Cubikcentimeter 
des  ursprünglichen  Wassers  zu  berechnen.  Taf.  I,  Fig.  4 
gibt  die  Zahl  der  aus  einem  Cubikcentimeter  unverdünnten  Wassers 
zur  Entwicklung  gelangten  Colonien. 

1)  cfr.  auch  B'ecker's  Anleitung  zur  Untersuchung  des  Wassers  auf  Mikro- 
organismen.  Börner 's  Reichs-Medicinal-Kalender  für  1885,  Heft  II. 
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Spcciolle  hygienische  Untersuchungen. 


Diireli  die  Art  ihrer  Eutwiekliing  suspecte  oder  uubekanute 
Formen  sind  durch  Uebertragungen  auf  Versuclisthiere  auf  maligne 
Eigenschaften  zu  prüfen. 

Kann  das  zu  untersuchende  Wasser  direct  geholt  werden,  so 
füllt  man  es  am  besten  in  sterilisirte  Kolben,  welche  sofort  mit 
sterilisirtem  Wattepfropf  verschlossen  werden.  Zum  weiteren 
Transport  empfiehlt  sich  folgendes  Verfahren.  Kleine  cylindrische, 
mit  eingeschliffnem  Glasstöpsel  versehene  Flaschen  von  ca.  100  ccm 
Inhalt  werden  im  Laboratorium  gründlich  gereinigt  und  bei  150 
bis  IGO^  sterilisirt.  Dann  wird  eine  im  Wasserdampf  sterilisirte 
Gummikappe  über  den  Stöpsel  fest  übergezogen  und  das  Gefäss  mit 
Kappe  in  einer  kleinen  Holzbüchse  eingeschlossen.  Zur  Entnahme 
von  Wasser  aus  einer  Köhrenleitung  lässt  man  das  Gefäss,  nachdem 
das  Wasser  erst  einige  Minuten  ausgelaufen  ist,  unter  der  Leitung 
voll  laufen,  während  Gummikappe  und  Stöpsel  mit  sterilisirten  Fin- 
gern gehalten  werden,  setzt  dann  den  Stöpsel  fest  auf,  zieht  die 
Gummikappe  über  und  schliesst  in  die  Büchse  ein. 

Zur  Entnahme  aus  einer  Quelle  nimmt  man  die  Gummikappe 
ab,  öffnet  den  Glasstöpsel  erst  im  Wasser,  setzt  ihn  nach  ca.  einer 
Minute  wieder  auf,  zieht  die  Kappe  über,  trocknet  äusserlich  ab 
und  schliesst  das  Gefäss  in  die  Büchse  ein;  auf  diese  Weise  wird 
jede  Infection  ausserhalb  des  Wassers  vermieden. 

Die  Zahl  der  sich  entwickelnden  Colonien  ist  nicht  immer  gleich; 
besonders  ist  jede  Temperatursteigerung  mit  einer  Vemehrung  der 
Zahl  der  Keime  verbunden ;  schon  eintägiges  Stehen  in  einem  warmen 
Zimmer  ist  hierauf  von  Einfluss.  Ebenso  wie  die  Zahl  der  ent- 
wickelten Keime  schwankt  auch  die  Zahl  der  differenten  Arten  be- 
trächtlich. Die  Beurtheilung  der  bakteriologischen  Seite  einer  Wasser- 
untersuchung setzt  eingehende  Studien  über  'die  Bakterien  voraus. 

C.  Luft. 

Pasteur  Hess,  um  den  Gehalt  der  Luft  an  Keimen  zu  ermit- 
teln, Luft  durch  Schicssbaumwolle  streichen,  löste  dann  die  Sohioss- 
baumwolle  in  Aethcr  und  untersuchte  die  Lösung  mikroskopisch. 
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Miquel')  versuchte,  unter  Verbesserung  früherer  Apparate,  Mikro- 
organismen, ausser  den  Bakterien,  direct  zu  zählen.  In  einer  nach 
unten  oitenen  Glocke  ist  ein  hohler  Kegel  eingeschraubt,  der  an 
der  Spitze  eine  feine  Oeftnung  besitzt;  dieser  Oeffnung  gegenüber 
befindet  sich  in  der  Glocke  ein  mit  Glycerin  und  Glycose  bestrichenes 
Deckglas.  Wird  die  Luft  in  die  Glocke  aspirirt,  so  muss  dieselbe 
an  dem  Deckglase  vorbeistreichen  und  gibt  ihren  Staub  an  die  kleb- 
rige Flüssigkeit  ab,  welche  dann  direct  mikroskopisch  untersucht 
werden  kann.  Zur  Zählung  der  Bakterien  liess  Miquel  gemessene 
Volumina  Luft  durch  sterilisirte,  neutralisirte  Lösungen  von  Fleisch- 
extract  gehen. 

Eine  Verbesserung  der  „Aeroskope"  für  Flüssigkeiten  brachte 
Emmerich.  2)  Ein  birnförmiges  Glas,  Fig.  30,  communicirt  durch 
eine  feine  Oeffnung  mit  einer  70  bis  80  cm  langen  Glasröhre,  welche 
in  etwa  7  sanft  ansteigenden  parallelen  Windungen     pig.  30. 
zu  einer  Glaskugel  führt.    Der  Apparat  wird  mit  20 
bis  25  ccm  Nährlösung  beschickt  und  durch  Aspiration 
Luft  durchgesaugt,    welche  in  feinen  Bläschen  von 
der  Eiugangsöffnung  aus  auf  langem  Wege  durch  die 
Spirale  geht,  sodass  die  Luft  in  innigen  Contact  mit 
den  Lösungen  kommt  imd  deshalb  ihre  Keime  leicht 
an  die  Flüssigkeit  abgeben  kann. 

Da  auch  bei  vollständiger  Absorption  der  Keime 
durch  die  als  Waschflüssigkeit  dienenden  sterilisirten 
Nährlösungen  eine  isolirte  Entwicklung  der  Keime  und  damit  eine 
directe  Zählung  unmöglich  ist,  hören  alle  Aeroskope  mit  V  er- 
wendung  von  Flüssigkeiten  da  auf,  wo  man  eigentlich  an- 
fangen will.  Eine  Möglichkeit  die  mit  Keimen  beladenen  Flüssig- 
keiten auf  ihren  Gehalt  an  Keimen  direct  zu  prüfen  wird  ermöglicht, 
wenn  man  diese  Lösungen  mit  steriliisrter  Nährgelatine  mischt  und 
auf  Platten  ausgiesst,  so  dass  sich  dann  in  der  Gelatine  die  einzel- 
nen Keime  isolirt  zu  Colonien  entwickeln  können. 

Nachdem  Koch^)  die  Verwerthbarkeit  der  Nährgelatine  auch 

1)  Annuaire  de  Tobservatoire  de  Montsouris. 

2)  Archiv  für  Hygiene,  Bd.  I,  1883,  S.  169. 

8)  Mittheilungen  a.  d.  K.  Gesundheitsamte,  Bd.  I,  1881,  S.  32. 
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für  die  Luftuntorsucluingen  im  Princip  festgestellt  hatte,  construirte 
Hesse')  folgenden  Apparat,  welcher  aus  einer  langen  Glasröhre 
und  einem  Aspirator  besteht.  Die  Glasröhre  B,  Fig.  31,  besitzt 
eine  Länge  von  etwa  70  cm  und  einen  Durchmesser  von  3,5  cm. 

Fig.  31.  Das  Ende  a  wird  mit  einer  mit  centra- 

lem, runden  Ausschnitte  versehenen  straft" 
schliessenden  Gummikappe  verschlossen 
und  über  diese  eine  zweite  ebensolche 
Kappe  gezogen,  welche  aber  keinen  Aus- 
schnitt besitzt  und  deshalb  nach  aussen 
vollständig  abschliesst.  Das  Ende  b  wird 
mit  einem  fest  schliessenden  Gummi- 
propfe  versehen,  in  dessen  centraler 
Durchbohrung  ein  ca.  1  cm  weites,  10  cm 
langes  Glasrohr  steckt,  dessen  freies 
Ende  mit  den  Aspiratoren  A,  A^  ver- 
bunden wird.  In  dieses  Glasrohr  werden 
zwei  Wattepfropfe  eingepresst,  von  denen 
einer  mehr  central  liegt,  während  der  andere  nach  innen  zu  etwas 
in  das  Lumen  der  Köhre  hineinragt. 

Unter  Entfernen  des  Gummipfropfs  füllt  man  50  ccm  sterilisirte 
5  bis  10^  ige  Nährgelatine  ein,  verschliesst  das  Ende  wieder  und 
setzt  die  Köhre  mit  Gelatine  noch  einmal  1  bis  2  Stunden  den 
heissen  Dämpfen  aus.  Nachdem  die  Eöhre  soweit  abgekühlt  ist, 
dass  man  sie  gut  halten  kann,  kleidet  man  die  ganze  Innenfläche 
der  Röhre  B  mit  einer  feinen  Schicht  Gelatine  aus,  während  der 
Boden,  auf  dem  sich  die  Keime  fast  ausschliesslich  ansiedeln,  mit 
der  gi'össeren  Menge  Gelatine  bekleidet  wird. 

Zu  diesem  Zwecke  kühlt  man  die  Eöhre  unter  der  Wasserleitung 
ab,  indem  man  sie  in  horizontaler  Lage  in  ihrer  ganzen  Länge  suc- 
cessive  unter  die  Leitung  bringt  und  sie  dabei  schnell  um  ihre  Axe 
dreht.  Ist  die  Gelatine  nur  noch  ganz  zähflüssig,  so  hört  man  plötz- 
lich mit  dem  Drehen  auf  und  bewegt  sie  nur  noch  horizontal;  da- 
durch entsteht  an  einer  Stelle  in  der  ganzen  Länge  eine  etwas  stär- 

*)  Ucber  quantitative  Bestimmung  der  in  der  Luft  enthaltenen  Mikro- 
organismen.  Mittheilungen  Bd.  II,  1884,  S.  182. 
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kere  Schiclit,  welche  beim  Aufspannen  auf  das  Gestell  als  Bodenschicht 
nach  unten  kommt. 

An  der  Beobachtungsstelle  nimmt  man  die  äussere,  undurch- 
bohrte  Kappe  bei  a  ab,  setzt  den  Aspirator  in  Thätigkeit  und  saugt 
langsam  Luft  durch.  Bei  Versuchen  im  Freien  kann  mau  2  call- 
brirte  1-Literflaschen  als  Aspirator  verwenden. 

Einerseits  um  dem  Einwände  zu  begegnen,  dass  auf  der  Gelatine- 
oberfläche nicht  alle  Keime  liaften,  besonders  aber  zum  Improvisiren 
eines  Apparates,  welcher  die  Vortheile  der  gelatinirten  Substanzen 
mit  einer  Waschflüssigkeit  vereinigt,  kann  man  folgendermaassen  ver- 
fahren. Sterilisirte  Keagirgläser  werden  mit  einem  durch  Dämpfe 
sterilisirten  doppelt  durchbohrten  Kautschukpfropf  versehen;  in  bei- 
den Durchbohrungen  stecken  sterilisirte  rechtwinklig  gebogene  Glas- 
röhren, deren  eine  unmittelbar  unter  dem  Pfropf  endigt,  während  die 
andere  bis  fast  auf  den  Boden  geht.  Die  so  armirten  Gläser  werden 
mit  Nährgelatine  oder  nach  von  S  e  h  1  e  n  mit  Agar-Agar  gefüllt, 
welche  sicher  sterilisirt  sind.  Die  freien  Enden  der  Glasröhren  sind 
durch  sterilisirte  Wattepfropfe  geschlossen,  welche  erst  am  Orte  der 
Entnahme  entfernt  werden.  Die  Gelatine  wird  durch  Einsetzen  in 
Wasser  von  30  \  das  Agar-Agar  durch  40 "  verflüssigt  imd  während 
der  Aspiration  bei  dieser  Temperatur  in  Lösung  gehalten,  so  dass 
sie  wie  eine  Nährlösung  die  Keime  annehmen.  Der  Vorsicht  halber 
muss  man  2  bis  3  solcher  Gläser  mit  einander  verbinden,  da  selbst 
bei  mässigen  Luftmengen  das  erste  Glas  der  Luft  nicht  alle  Keime 
entzieht.  Nach  Abbrechen  des  Versuches  werden  die  Wattepfröpfe 
wieder  aufgesetzt  und  die  Lösungen  durch  Herausnehmen  aus  dem 
warmen  Wasserbade  zum  Erstarren  gebracht.  Um  jede  weitere,  in 
diesem  Falle  störende  Luftinfection  zu  vermeiden,  lässt  man  die 
Keime  sich  in  den  Reagirgläsern  isolirt  entwickeln. 


1)  Studien  über  Malaria.    Portschritte  der  Medicin  I8S4  No.  IS. 


YII.  Die  Bakteriologie  als  Lelirgegenstaiul. 

Wenn  die  bis  jetzt  entwickelten  Methoden  zur  Erforschung  der 
Bakterien  die  Bedeutung  gewinnen  sollen,  welche  die  Gesammtheit 
der  Aerzte  diesen  Dingen  zuspricht,  so  müssen  unsere  Hochschulen 
die  Gelegenheit  zum  Erlernen  dieses  wichtigen  Ge- 
bietes geben. 

Bis  jetzt  geschieht  dies  aus  Mangel  an  geeigneten  Lehrkräften 
und  Instituten  aber  noch  in  einer  durchaus  imgenügenden  Weise. 
Der  Universität  Kopenhagen  gebührt  das  grosse  Verdienst  bahn- 
brechend vorgegangen  zu  sein  und  im  April  1883  im  Anschlüsse  an 
das  botanische  Institut  ein  Institut  für  medicinische  Bakteriologie, 
wenn  auch  in  bescheidener  Weise,  eingerichtet  zu  haben,  dessen  Lei- 
tung sich  in  den  bewährten  Händen  von  Salomonsen  befindet. 
Von  den  deutschen  Universitäten  bietet  bis  jetzt  nur  München  im 
Anschlüsse  an  das  pathologische  Institut,  Göttingen  im  hygienischen 
imd  Breslau  im  botanischen  Institute  Gelegenheit  zur  Erlernung 
der  Methoden.  Hierzu  kommt  noch  die  von  mir  geleitete  hygie- 
nisch -  bakteriologische  Abtheilung  des  chemischen  Instituts  von 
Fresenius  zu  Wiesbaden,  welche  besondere  Kücksicht  auf  die 
Lehrthätigkeit  nimmt.  Das  Laboratorium  des  Kaiserlichen  Ge- 
sundheits-Amtes ist  nur  im  dienstlichen  und  diplomatischen  Wege 
zugänglich,  so  dass  es  für  allgemeine  Lehrzwecke  leider  gar  nicht 
in  Frage  kommt. 

Der  Eifer,  mit  dem  aber  an  allen  Hochschulen  jetzt  auf  diesem 
Gebiete  gearbeitet  wird,  würde  unendlich  fruchtbarer  sein  können  und 
manches  Fiasco  wäre  zur  Unmöglichkeit  geworden,  wenn  in  einer 
den  bestehenden  Bedürfnissen  genügenden  Weise  Gelegenheit  zum 
Einarbeiten  in  den  Methoden  geboten  wäre.    Die  Frage,  wie  solche 
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Institute  einzuricliten  sind,  wird  augenblicklich  aus  Mangel  an  ge- 
eigneten Lehrkräften  und  aus  pecuniären  Gründen  wohl  kaum  in 
allseitig  genügender  Weise  zu  beantworten  sein. 

Die  Botanik  ist  bei  der  Lösung  vieler  morphologischer  und 
biologischer  Fragen  der  Bakteriologie  intei-essirt,  seit  das  geflügelte 
Wort  eines  hervorragenden  Botanikers  so  kläglich  -au  Schanden  ge- 
worden ist,  dass  ein  ordentlicher  Botaniker  sich  überhaupt  nicht 
mit  Bakterien  beschäftige.  Diese  Fragen  könnte  man  ruhig  den 
botanischen  Instituten  überlassen,  an  denen  ja  kein  Mangel  vor- 
handen ist. 

Die  Physiologie  kann  sich  bei  dem  gegenwärtigen  Stande 
der  Verdaaungslehre  unmöglich  beruhigen,  sondern  muss  den  biolo- 
gischen Prozessen  im  Darm  eine  ganz  andere  Beachtung  schenken 
als  bisher.  Die  Lösung  dieser  Aufgaben,  welche  sich  zum  Theil  mit 
denen  der  Grährungsphysiologie  decken,  könnte  man  schliess- 
lich den  reich  dotirten  physiologischen  und  physiologisch-chemischen 
Instituten  überlassen. 

Auch  die  mit  Instituten  genügend  versehene  Pathologie  wird 
nicht  umhin  können,  unter  den  vielen  „Beizen",  mit  denen  sie  zu 
thuu  hat,  den  Bakterien  als  einem  äusseren  Keize  grössere  Beach- 
tung zu  schenken,  als  dies  noch  vielfach  geschieht. 

Wem  es  bei  der  Bakterienforschung  wirklich  um  die  Sache  zu 
thun  ist,  wird  sich  uiu"  freuen,  wenn  der  Gegenstand  von  den  ver- 
schiedensten Seiten  in  Angriff  genommen  wird.  Aber  solche 
divergente  Gesichtspunkte  für  die  Forschung  genü- 
gen nicht,  wenn  es  sich  darum  handelt  der  Bakterio- 
logie als  Lehrgegenstand  die  gebührende  Stelle  zu 
geben. 

Für  eine  definitive  Gestaltung  scheinen  mir  nur  zwei  Wege  Aus- 
sicht auf  dauernden  Erfolg  zu  versprechen.  Einmal  könnte  man  b  e  - 
sondere  bakteriologische  Institute  errichten  wie  in  Kopen- 
hagen, oder  man  sollte  diese  Institute  in  Verbindung  bringen  mit 
den  zu  errichtenden  hygienischen  Instituten.  Das  letztere 
scheint  mir  der  am  meisten  versprechende  Modus  zu  sein. 
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Botanik,  Physiologie  und  Pathologie  haben  immer  nur  an  be- 
stimmten Seiten  der  Forschung  ein  actuelles  Interesse,  während  sie 
den  übrigen  Fragen  viel  gleichgültiger  gegenüberstehen. 

Für  die  Hygiene  haben  die  botanischen  Fragen  ein  eingehen- 
des Interesse,  weil  die  Stellung  im  Systeme,  Artconstanz,  Varial)ili- 
tät  etc.  ganz  diroct  von  Kinfiuss  auf  das  hygienisclie  Handeln  wer- 
den können.  Dieses  botanische  Interesse  theilt  die  Hygiene  zum 
Theil  mit  der  Physiologie  und  Pathologie. 

Die  Hygiene  muss  die  allgemeine  Biologie  der  Bakterien  ge- 
nau kennen ,  weil  die  allgemeinen  Zersetzungsvorgänge  durch  sa- 
prophytische  Mikroorganismen  für  die  Aetiologie  von  Bedeutung 
sind.  Dieses  Interesse  theilt  sie  zum  Theil  mit  der  Botanik  und 
Physiologie. 

Die  Hygiene  muss  mit  den  pathogenen  Bakterien  eingehend 
vertraut  sein,  weil  dieselben  für  die  Aetiologie  nicht  nur  den  Werth 
irgend  eines  externen  „Keizes"  haben,  sondern  weil  sie  als  conditio 
sine  qua  nou  einen  Angelpunkt  der  ganzen  Aetiologie  bilden,  auf 
welche  die  Pathologie  nur  in  ungenügender  Weise  Kücksicht  nehmen 
kann,  weil  die  Vorgänge  im  Körper  ihre  Thätigkeit  genügend  in 
Anspruch  nehmen. 

Die  Aufgaben,  die  experimentell  eruirbaren  Ermittelungen  über 
die  Kraukheitsparasiten  mit  den  Ergebnissen  über  die  Hülfsursachen 
der  epidemischen  Krankheiten  zu  verbinden,  die  Hypothesen  der 
Grundwasser-  und  Trinkwassertheorie  an  der  Hand  der  Biologie  der 
Mikroorganismen  auf  Thatsachen  und  nicht  mehr  ausschliesslich  auf 
Keflexionen  und  Wahrscheinlichkeitsrechnung  zu  basiren,  fallen  der 
Hygiene  allein  zu  und  sind  in  genügender  Weise  nur  zu  lösen 
bei  Beherrschung  aller  Seiten  der  Forschung,  von  welcher  Botanik, 
Physiologie  und  Pathologie  doch  nur  einzelne  Theile  genügend  be- 
rücksichtigen. 

Aus  diesen  Ueberlegungen  scheint  mir  hervorzugehen,  dass  der- 
jenige Wissenszweig,  welcher  aus  inneren  Gründen  fortlaufend  dem 
ganzen  Gebiete  Kechnung  tragen  muss,  am  ersten  im  Staude  ist 
dem  Gegenstande  als  Lehrgegenstand  in  vollem  Umfange 


-Die  Bakteriologie  als  Lehrgegenstand.  171 

gerecht  zu  werden.  Wie  man  von  dem  Hygicnikcr  einer  anderen 
Eichtnng  verlangen  muss,  dass  er  sich  mit  der  Bakteriologie  soweit 
vertraut  macht,  mn  sie  lehrend  vortragen  zu  können,  so  muss  man 
auch  von  dem  mit  der  Hygiene  betrauten  Bakteriologen  verlangen, 
dass  er  die  anderen  Kapitel  der  Hygiene  zur  Lehre  genügend  be- 
herrscht. Die  Hygiene  kann  und  darf  nicht  in  der  Bak- 
teriologie aufgehen  und  niclits  würde  verkehrter  sein,  als  bei 
Besetzung  von  Lehrstellen  der  Hygiene  nur  die  bakteriologisolie  Rich- 
tung zu  berücksichtigen.  Aber  als  Lehr  gegen  stand  dürfte 
die  Bakteriologie,  wenn  man  vonbesonderen  Instituten 
absieht,  sich  am  practischsten  mit  der  Hygiene  ver- 
einigen lassen. 

Bei  dem  Unterrichte  in  den  Methoden  hat  man  selbstverständ- 
lich zwei  Dinge  auseinanderzuhalten:  Die  Einführung  in  die 
Methoden  durch  practische  Kurse  und  das  selbststän- 
dige Arbeiten  nach  vorausgegangener  Orientirung. 
Diese  letztere  Seite ,  wird  nur  von  wenigen  specieller  Interessirten 
gepflegt  werden,  muss  aber  bei  der  Einrichtung  der  Institute  ge- 
nügend berücksichtigt  werden.  Das  eigentliche  Tagesbedürfniss  liegt 
zur  Zeit  aber  mehr  in  den  orientirenden  Kursen.  Jeder  practische 
Arzt,  vor  Allem  jeder  Medicinalbeamte  hat  den  Wunsch,  nachdem 
die  morphologischen  und  biologischen  Grundlagen  der  allgemeinen 
Zersetzungsvorgänge  und  der  Aetiologie  der  Infectionskrankheiteu 
durch  Ausbildung  der  Methoden  greifbarere  Gestalt  gewonnen  haben, 
sich  über  diese  Methoden  soweit  zu  informiren,  um  den  neueren  For- 
schungen mit  Verständniss  folgen  zu  können. 

Diese  Kurse  lassen  sich  in  Form  von  etwa  4  bis  6  wöchent- 
lichen practischen  Hebungen  halten,  in  denen  unter  besonderer  Rück- 
sicht auf  die  hygienisch  wichtigen  Methoden  an  einigen  Schulfallen 
die  wichtigsten  Methoden  eingeübt  werden.  Dieser  Modus  dürfte 
zur  Zeit  allein  im  Staude  sein  den  Bedürfnissen  der  Mediciual- 
beamten  und  Militärärzte  zu  genügen,  welche  nicht  länger  als  einige 
Wochen  abkommen  können.  Für  den  Lehrer  ist  dieser  Modus  weit 
weniger  angenehm,  als  wenn  er  die  practische  Einführung  in  die 
Methoden  über  ein  Semester  vertheilen  kann. 
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Dieser  letztere  Modus,  der  für  die  jüngeren  Mediciiier  und  Natur- 
forscher sich  zur  Kegel  ausbilden  niuss,  gestattet  dem  Lehrer  alle 
Methoden  zu  berücksichtigen  und  dadurch  den  Blick  für  die  Knt- 
wickelung  und  die  zukünftigen  Aufgaben  der  Forschung  zu  schärfen. 
In  Folge  dessen  wird  diese  Art  der  Einführung  in  die  Methoden  zu 
einem  eminenten  Lehrmittel,  welches  für  das  selbstständige  Arbeiten 
ausgiebig  vorbereitet  und  be'wirken  kann,  dass  allmählich  die  vor- 
eiligen Mittheilungen  auch  in  der  Bakteriologie  ganz  verschwinden. 


Erklärung*  der  Abbildungen. 


Tafel  I. 

Fig.  1.  Objecttrügcrkultur  von  Milchsäurebakterien  im  durchfallenden  Lichte 
in  natürlicher  Grösse,  Text  S.  106.  Die  kleinen  weissen  Punkte  zeigen 
das  isolirte  Wachsthum  im  Impfstriche  im  Inneren  der  Gelatine,  während 
die  grösseren  sich  berührenden  kreisförmig  begrenzten  Flecke  das  Ober- 
flächenwachsthum  auf  der  Gelatine  erkennen  lassen. 

Fig.  2  bis  4  sind  sorgfältig  nach  Photogrammen  gegeben  und  so  gezeichnet, 
wie  die  Kulturen  in  der  gelben  Gelatine  auf  dunklem  Untergrund  im 
refiectirten  Lichte  erscheinen.  Zur  Illustration  der  Methoden  konnte 
die  Photographie  leider  nicht  ausgiebig  verwendet  werden.  Auch  im 
Texte  musste  ich  auf  die  Darstellung  dieses  wichtigen  Hülfmittels 
verzichten,  welches  eingehende  practische  Uebungen  und  theoretische 
Studien  an  der  Hand  besonderer  Lehrbücher  voraussetzt. 

Fig.  2.  Theil  des  Impfstriches  einer  die  Gelatine  verflüssigenden  Bakterienart, 
b.  subtilis,  bei  ca.  20facher  Vergrösserung.  An  den  beiden  dunkleren 
centralen  Stellen  ist  die  Verflüssigung  schon  stark  in  die  Tiefe  ge- 
drungen. 

Fig.  3.  Theil  des  Impfstriches  einer  die  Gelatine  nicht  verflüssigenden  Bakterien- 
art, b.  lactis,  bei  ca.  20facher  Vergrösserung.  Die  Colonien  1  sind 
meist  noch  vollständig  isolirt  im  Inneren  der  Gelatine.  Die  aus  einem 
Luftkeime  entstandene  Colonie  2  ist  an  einer  Stelle  über  den  Impf- 
strich hinübergewachsen. 

Fig.  4.  Plattenkultur  in  natürlicher  Grösse;  Text  S.  109.  Die  Colonien  sind 
aus  1  ccni  Wasser  bei  Zimmertemperatur  gewachsen.  Die  Colonien  1 
verflüssigen  die  Gelatine  schnell,  wie  in  Fig.  2;  in  einzelnen  derselben 
sieht  man  überwucherte  Colonien  durchschimmern;  bei  la  haben  sich 
zwei  derartige  Colonien  berührt.  Die  Colonien  2  verflüssigen  die  Gelatine 
langsam,  trichterförmig;  bei  2a  berühren  sich  eben  zwei  derartige 
Colonien..  Die  Colonien  3  entsprechen  einer  die  Gelatine  nicht  verflüs- 
sigenden, an  der  Oberfläche  schnell  in  Form  porzellanartig  glänzender 
Köpfchen  wachsenden   Kokkenart.     Di?  Colonien  4  stellen   eine  die 
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Gelatine  niclit  verflüssigende  langsam  wachsende  Art  dar.  Bei  3a 
liaben  sich  Colonion  von  3  und  4  berührt.  Die  meisten  Colonien  sind 
trotz  der  enormen  Zahl  von  Keimen,  aus  denen  sie  hervorgegangen 
sind,  noch  derart  isolirt,  dass  mit  Hülfe  schwacher  T rockensystenie 
die  Trennung  der  verschiedenen  Formen  sicher  gelingt. 

Tafel  II. 

Fig.  5.  Stichkultur  in  Gelatine.  Text  S.  113.  Kokken  der  Pneumonie;  die 
Gelatine  hat  in  den  obersten  Schichten  einen  leicht  bräunlichen  Ton  an- 
genommen. 

Fig.  6  und  7.    Eeinkulturen  von  Tuberkelbacillen  auf  Blutserum  nach  Koch; 

Text  S.  118.  Das  Blutserum  ist  in  den  untersten  dicken  Schichten 
bei  a  nur  eben  durchscheinend,  in  den  oberen  dünnen  Schichten  bei 
ai  vollständig  klar;  das  Condensationswasser  hat  sich  zwischen  b  und 
bi  angesammelt.  Die  Kulturen  sind  etwas  zu  grob  gezeichnet.  In 
der  Fig.  6  der  Profilansicht  ist  das  üebergreifen  der  Kultur  bei  bi 
auf  die  Oberfläche  der  Flüssigkeit  nicht  ganz  richtig  wiedergegeben. 
In  der  Figur  7,  Flächenansicht,  hat  die  Kultur  die  Flüssigkeit  nicht 
erreicht. 

Fig.  8.  Tuberkulöses  Sputum;  Text  S.  45.  Die  Tuberkelbacillen  blau,  die 
Kerne  und  übrigen  Bakterien,  zwei  Arten  Kokken  und  eine  Art 
Bacillen  braun. 

Fig.  9.  Sporenfärbung;  Text  S.  56.  Die  Sporen  der  Milzbrandbacillen  roth, 
die  einzelnen  Bacillen  nocli  kräftig,  die  Fäden  schwach  blau  gefärbt. 

Fig.  10  Doppelfärbung  eines  Schnittes;  Text  S.  65.  Miliartuberkulose.  Eiesen- 
zelle  mit  blau  gefärbten  Tuberkelbacillen. 
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